UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Patricia Felippe Cardoso

“RESPOSTA DE Crotalaria juncea & EXPOSICAO AO NIQUEL"

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia para obtencdo do Titulo de
Doutor em Genética e Biologia
Molecular na area de Genética Vegetal

e Melhoramento.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Antunes de Azevedo

Campinas - SP
2005



N8 CHAMADA T [Un/1cam?

c 1398

FN'.DADE | R

——

._-'_—-‘---.-‘—..
R

8C/
160 -0

PRECO .
pATA 21 e
e oo Billad 3720

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

C179r

Cardoso, Patricia Felippe
Resposta de Crotalaria juncea a exposigio ao Niquel / Patricia Felippe
Cardoso. -- Campinas, SP: [s.n.], 2004.

Orientador: Ricardo Antunes de Azevedo
Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Aminodcidos. 2. Crotalaria. 3 Enzimas. 4. Niquel. 5. Poluic@o.

I. Azevedo, Ricardo Antunes de. II Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. III. Titulo.

ii

g ¥,



Campinas, 30 de maio de 2005.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Ricardo Antunes de Azevedo(Orientador)

Assinatura
Profa. Dra. Silvia Maria Guerra Molina
Assinatura
Prof. Dr. Gerhard Bandel
Assinatura
Prof. Dr. Leandro Ferreira de Aguiar
Assinatura
Prof. Dr. Lyndel Wayne Meinhardt
Assinatura
Prof. Dr. Ladaslav Sodek
Assinatura

Prof. Dr. Victor Alexandre Vitorrelo
Assinatura



Ndo chores, meu filho;
Ndo chores, que a vida
& luta renhida:

Viver é lutar.

A vida é combate,

Que os fracos abate,
Que os fortes, os bravos
S0 pode exaltar.
(Gongalves Dias)

Ao meu Pai Elisiario, pelo amor, por sua dedicagdo a minha formagdo,
pela constante alegria e sorrisos compartilhados.
Ao meu melhor amigo,

Minha Homenagem.



....Ndo foi assim com as historias que realmente importaram,

ou aquelas que ficam na memoria.
As pessoas parecem ter sido simplesmente embarcadas nelas, geralmente
seus caminhos apontavam naquela direcdo, como se diz.
Mas acho que eles tiveram um monte de oportunidades, de dar as costas,
apenas ndo o fizeram.

E, se tivessem feito, ndo saberiamos, porque eles seriam esquecidos.
Ouvimos sobre aqueles que simplesmente continuaram.

(J.R.R.Tolkien)

A minha mde Rosalva, pelo amor, por sua dedicacdo a minha formagdo e
por compreender a minha auséncia para realizagdo deste trabalho.
A minha avé Anna, pelo apoio e amor.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus por iluminar o meu caminho e minha vida.

A Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", especialmente ao
Departamento de Genética, pelo espaco concedido para a realizacdo deste trabalho.

A UNICAMP, pela oportunidade de realizacdo do curso.

Ao Prof.Dr. Ricardo Antunes Azevedo, pela orientacdo em todos esse anos.

A Profa.Dra. Maria Flor do Céu Araujo Moura, pela orientacdo na graduacéo,

conhecimentos transmitidos e amizade.

A Profa.Dra. Silvia Maria Guerra Molina, pela contribuicdo na execugdo das

andlises estatisticas e pela amizade.

Ao Capeldo Militar Vitor Tome Menuti, por suas palavras que infudiram em meu

coragao sentimentos profundos de fé e de sabedoria.

A Minha Familia, pela alegria e unido em todos 0s momentos.

As velhas amigas, Fernanda. G. N. V. Ciavatta e Gabriela C. Mansfield, com as

guais sempre pude contar, apesar da distancia.

A Claudio Yuji Tsutsumi, Guy Mitsuyuki Tsumanuma, Adalgisa R. Torres,
Barbara M. Padovan, Kerlyng Cecchini, Luciana C. Santos e Monica S. Camargo, pela

amizade formada nesse periodo de nossas vidas em Piracicaba.

A Todas PensioGirls, pela companhia em todos os momentos.

Vi



A Familia Alcarde, pelos lacos de amizade que tornaram essa jornada em

Piracicaba mais leve.

A Guilherme José G. Pereira, Alejandro Alberto Toro, Carlos Alberto Moldes,
Leandro F. Aguiar, Rui Alberto G. Junior, Ana Cristina P. Gomes, Ligia A. Medeiros e
Liliane S. Camargos, pela amizade, incentivo e por toda ajuda prestada durante o

periodo de realizacédo deste trabalho.

A Ademir Sérgio Ferreira Araujo, Adriano Schiavinatto,, Fernando César B.
Zambrosi, Fernando Enrique N. Cardenas, Frederico P. Matta, Gilberto Ken-iti
Yokomizo, Paulo A. Araujo, Raul S. Almeida, Ricardo Yara, Vanderlei A. Varisi,
Vanderlei S. Santos, Ana Luiza Ramos, Andréa Miltteman, Caroline M. Wagner e
Euldlia S. S. Hoogerheide, por todos momentos compartilhados durante todo esse

periodo de nossas vidas em Piracicaba.

Aos Companheiros do Laboratério, pelo convivio durante a realizagdo deste

trabalho.

Aos Funcionérios da ESALQ, Carlos Alberto Macedénio, Fernando Leopoldino,

Oberdan, Neuza Maria S. Rocha e Silvania M. Gregorio, por terem sido tdo atenciosos.

A FAPESP pelo apoio financeiro ao projeto.

Viver, e ndo ter a vergonha de ser feliz.
Cantar e cantar e cantar,

A beleza de ser um eterno aprendiz.

Ah, meu Deus, eu sei, eu sei

Que a vida deveria ser bem melhor e serd
Mas isso ndo impede que eu repita.

E bonita, é bonita e é bonita..

(Gonzaguinha).

vii



INDICE

LISTA DE TABELA E FIGURAS

LISTA DE SIGLAS ,ABREVIATURAS E SIMBOLOS

RESUMO

SUMMARY

1-INTRODUCAO

2-REVISAO DA LITERATURA

2.1-Efeito Toxico do Niquel

2.1.1-Importéncia da Crotalaria juncea

2.1.2-Aminoé&cidos

2.1.3-Sistemas detoxificadores de espécies ativas de oxigénio
2.1.4-Superoxido Dismutase

2.1.5-Catalase

2.1.6-Glutationa Redutase

2.1.7-Fitoquelatina

3-MATERIAL E METODOS

3.1-Cultivo do material biolégico

3.1.1-Experimentol. alteragdes bioquimicas
3.1.2-Experimento 2. analise de aminoacidos sollveis
3.1.3-Experimento 3. andlise da concentragdo de NiCl, nos tecidos vegetais
3.2-Cromatografia em camada delgada

3.3-Determinacédo das atividades das enzimas anti-oxidantes
3.3.1-Atividade da CAT

3.3.2-Atividade da SOD

3.3.3-Caracterizacdo das isoenzimas da SOD

3.3.4-Atividade da GR

3.4-Determinagdo de proteinas

3.5-Eletroforese de proteinas totais

3.6-Determinagao dos aminoacidos sollveis por espectofotrdmetro
3.7-Determinacdo da concentracdo de NiCl, nos tecidos vegetais de plantas tratadas
3.8-Peroxidacéo de lipideos

4-ANALISE ESTATISTICA

5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1-Consideracdes Gerais

5.2-ARTIGO-1

5.2-ARTIGO-2

viii

Pagina

Xii
XV

Xii

© O o W W

12
14
16
19
21
21
22
22
23
23
24
24
25
26
26
27
27
28
28
29
30
31
31
33
47



5.3-Andlise da concentracédo de Ni nos tecidos vegetais das plantas 71

5.4-Anédlises bioquimicas 81
6-CONCLUSOES 109
7-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 111



LISTA DE TABELA E FIGURAS

Tabela 1. Familia de aminoacidos relacionados com os precursores metabdlicos. Paggna
Figura 1. Via de biossintese de aminoécidos. 7
Figura 2. Esquema da via de compartilizacdo de EAOs. 12
Figura 3. Esquema da reacdo catalisada pela SOD. 13
Figura 4. Esquema da reacdo catalisada pela CAT. 14
Figura 5 Esquema da reacéo catalisada pela GR no ciclo da Glutationa Ascorbato. 17
Figura 6. Quantidade de Fe acumulado na parte aérea de plantulas de crotalaria em funcéo da

aplicacédo de diferentes doses de Ni. 98

Figura 7. Quantidade de Fe acumulado em raizes de plantulas de crotalaria em funcdo da aplicacdo de
diferentes doses de Ni. 100
Figura 8. Quantidade de Zn acumulado em na parte aérea de plantulas de crotalaria em fungdo da
aplicagao de diferentes doses de Ni. 102
Figura 9. Quantidade de Zn acumulado em raizes de plantulas de crotalaria em func¢éo da aplicagédo de
diferentes doses de Ni. 104
Figura 10. Andlise de histina e prolina na parte aérea de plantulas de crotalaria em T.L.C, em funcéo da
aplicacdo de diferentes doses de Ni. 108
Figura 11. Andlise de histidina e prolina em raizes de plantulas de crotalaria em T.L.C, em funcéo da
aplicacdo de diferentes doses de Ni. 109

Figura 12. Atividade especifica SOD na parte aérea de plantulas de crotalaria submetidas a diferentes

doses de Ni. 113
Figura 13. Atividade especifica SOD em raizes de plantulas de crotalaria submetidas diferentes doses
de Ni 115

Figura 14. Atividade de SOD determinada em PAGE ndo-desnaturante na parte aérea de plantulas de
crotalaria submetidas a dose 0,05 mM de NiCl,. 118
Figura 15. Atividade de SOD determinada em PAGE ndo-desnaturante em raizes de plantulas de
crotalaria submetidas a dose 0,05 mM de NiCl, 119
Figura 16. Atividade de SOD determinada em PAGE ndo-desnaturante na parte aérea de plantulas de
crotalaria submetidas a dose 0,5 mM de NiCl,. 120
Figura 17. Atividade de SOD determinada em PAGE n&o-desnaturante em raizes de plantulas de
crotalaria submetidas a dose 0,5 mM de NiCl,. 121
Figura 18. Isoformas de SOD em raizes de plantulas de crotalaria determinada em PAGE nao-
desnaturante. 124
Figura 19. Isoformas de SOD em raizes de plantulas de crotalaria determinada em PAGE nao-
desnaturante. 125
Figura 20. Eletroforese em gel de proteina total na parte aérea de plantulas em fun¢do da aplicacdo da
dose 0,05 mM de NiCl,. 128



Figura 21. Eletroforese em gel de proteina total em raizes de plantulas em funcéo da aplicacéo da dose

0,05 mM de NiCl,. 129

Figura 22. Eletroforese em gel de proteina total na parte aérea de plantulas em fungao da aplicacdo da

dose 0,5 mM de NiCl,. 130
Figura 23. Eletroforese em gel de proteina total em raizes de plantulas em funcdo da aplicacdo da dose
0,5 mM de NiCls. 131

Xi



LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SIMBOLOS

2,4 — D = acido diclorofenoxiacético

v-Glu-Cys = gama-glutamilcisteina

a.a. = aminoacido

AsA = ascorbato

APX = ascorbato peroxidase

BSA = soro albumina bovino

CAT = catalase

Catl = gene codificante da isoforma de catalase 1
Cat2 = gene codificante da isoforma de catalase 2
Cat3 = gene codificante da isoforma de catalase 3
Cd = cadmio

CdCl, = cloreto de cadmio

cDNA = DNA complementar

CdSO4 = sulfato de cadmio

Cu = cobre

Chumbo = Pb

Cobalto = Co

Cu/ZnSOD = cobre/zinco superodxido dismutase
d.d = deionizada

DHA = desidroascorbato

DHAR = desidroascorbato redutase

DTNB = 5,5”- ditiobis (2- acido nitrobenzdico)
DTT = ditiotreitol

EAOs = espécies ativas de oxigénio

EDTA = acido etileno diamino tetracético

FAD = flavina adenina dinucleotideo

FADH = flavina adenina dinucleotideo reduzida

Fe = ferro

Fd = Ferredoxina

FeCl; = cloreto férrico

Xii



Fe-SOD = ferro superdxido dismutase

GR = glutationa redutase

GSH = glutationa reduzida

GSSG = glutationa oxidada

KsFe(CNg) = ferricianeto de potéssio

KCN = cianeto de potéassio

MDA = malonaldeido

MDHAR = monodesidroascorbato redutase
Mn = manganés

MnSOD = manganés superéxido dismutase
NaCl = cloreto de sodio

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NBT = nitro blue tetrazolium

Ni = niquel

NiCl, = cloreto de niquel

NO3 = nitrato

0O, = oxigénio molecular

02"~ = radical superoxido

0,' = oxigénio "singlet"

.OH = radical hidroxila

PA = persulfato de aménio

PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida
Pb = chumbo

PCs = fitoquelatinas

POX = peroxidase

PSI = fotossistema |

PSII = fotossistema 11

(p/v) = proporcgéo peso/volume

PVPP = polivinil polipirrolidona

SH = grupo sulfidril

Selénio = Se

SOD = superoxido dismutase

Xiii



TEMED = N, N, N’, N'- tetrametilenodiamina
TLC = cromatografia de camada delgada
TRIS = tris (hidroximetil)-aminometano

Zn = zinco

Xiv



RESUMO

A presenca de metais pesados no ambiente € atualmente, um dos principais
problemas de contaminacdo ambiental, uma vez que, os metais liberados no ambiente
contaminam o solo e entram na cadeia alimentar através das plantas, causando efeitos
toxicos a curto e a longo prazo aos animais e seres humanos.

No caso do metal pesado Niquel (Ni), foi constatado que a sua presenca nas
plantas pode diminuir o crescimento, reduzir a taxa de fotossintese e provocar alteracdes,
tanto nas atividades enzimaticas quanto metabdlicas.

Pouca informacdo esta disponivel na literatura, com referéncia a resposta
antioxidante das plantas a expressao a esse metal. Neste sentido, os objetivos deste trabalho
foram realizar diferentes ensaios para avaliar o efeito fitotoxico do Ni em plantulas de C.
Juncea.

Neste estudo foram analisados parametros bioquimicos relativos a atividade das
enzimas antioxidantes, Catalase (CAT), Superdxido Dismutase (SOD) e Glutationa Redutase
(GR). Constatou-se que, ndo houve alteracdo da atividade GR e CAT nas raizes. Entretanto,
atividades destas enzimas apresentaram aumento significativo na parte aérea. O aumento na
atividade da GR, na parte aérea, pode ser explicado pelo fato de ser o ciclo Halliwell-Asada o
principal mecanismo que age na desintoxicacdo de Espécies Ativas de Oxigénio.

Quanto a atividade da SOD, quando comparados ambos tecidos, foi constatado
gue na parte aérea foi pouco alterada, entretanto, a atividade da SOD foi estimulada nas

raizes na presenga do Ni.
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Para aumentar a precisdo dos resultados, quantificou-se pela técnica de
Fluorescéncia de Raios X, a concentragdo de NiCl, e o seu efeito na absor¢do de nutrientes
nas plantulas de crotalaria. Nesta analise, observou-se o acumulo do metal nas raizes e baixa
translocacdo para a parte aérea.

Também foi analisada a concentracdo de Malonaldeido (MDA) na parte aérea de
plantulas de C. juncea, sendo constatada, a ocorréncia de peroxidacdo lipidica na presenca
do Ni.

Finalmente, determinou-se o efeito do Ni sobre as concentracfes de aminoacidos
sollveis em raizes e na parte aérea, como estratégia desta planta para superar o efeito do Ni
, ndo tendo sido observadas variacdes significativas nas concentragbes dos mesmos com 0s
diferentes tratamentos com Ni.

Palavra—Chave: Aminoacidos, Atividade Enzimatica, Crotalaria, Fitotoxicidade,

Niquel, Poluicdo Ambiental.
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SUMMARY

The contamination of the environment with heavy metals has become a world-
wide problem.

Heavy metals can have direct effects on human health and decreases agricultural
yields. In the presence of Nickel (Ni), plant growth and the net photosynthetic rate have been
shown to be significantly reduced, even at low concentrations. Moreover, Ni can also inhibit
the activity of several groups of enzymes and metabolism.

The effects of the Ni on the activies of the antioxidant enzymes and metabolism
were investigated in C.juncea seedlings.

Enzymatic assays for Catalase (CAT) Glutathione Reductase (GR) and Superoxide
Dismutase (SOD) were carried out. Response patterns for CAT and GR were similar with low
values in the roots and increased activity in the shoots.

A significant increase in CAT and GR activity in the shoots suggests that these
enzymes play a role in the detoxification process, of reactive oxygen species (ROS) produced
by the induced Ni stress, possibly by subquesent dismutase.

On the other hand, the activity of SOD was stimulated in the roots, and
decreased in the shoots.

To gain insight into the response of C. juncea seedlings to the oxidative damage
induced by excess Ni, were conducted studies of Malondialdehyde (MDA). It was evident that
Ni induced an increase an lipid peroxidation in the shoots during the studied period.

The Ni concentration in shoots and roots was determined for C. juncea and
demonstrated an increase in the concentration of Ni in the roots, however the shoots did not
present an accumulation. Further experiments were carried out on total free amino acids. It
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was observed that Ni treatment did not cause any change in the accumulation of total free

amino acids in the roots.

The results suggest that in C. juncea seedlings did not exhibit any major variation

following Ni treatment.

Key words: Antioxidant enzymes, Amino acids, C. juncea, Nickel, Environmental

Pollution.
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1-INTRODUCAO

Atualmente, o crescimento das cidades e a expansdo industrial promovem a
producdo de grandes quantidades de produtos quimicos e metais pesados. Estes poluentes
podem ser acumulados em solos cultivados e a persisténcia deste material no solo, pode
causar problemas de toxicidade a plantas, animais e seres humanos (Poulik, 1997).

Embora as plantas absorvam somente uma pequena proporcao de Ni proveniente
do solo, este metal deve receber uma atencéo especial, pois em plantas cultivadas em solos
contaminados por este metal, foram evidenciados efeitos do Ni nas plantas como: diminui¢éo
do crescimento, alteracdo do sistema radicular, diminui¢cdo na divisdo celular, diminuicdo do
teor de ferro, zinco e manganés nas folhas (Simon et al., 2000).

Com relagdo ao efeito de metais pesados, as plantas utilizam-se, em um primeiro
momento dos aminoacidos, por estes terem a capacidade de promover alguma resisténcia ao
metal detoxificar o efeito desses em suas células. Entretanto, quando ha uma sobrecarga da
concentragdo de metais pesados, as plantas tém necessidade de ativar seus mecanismos de
defesa (Briat & Lebrun, 1998). Estes mecanismos tém a funcédo de reduzir a concentragdo de
metais pesados livres, no citossol das células, os quais incluem: a compartimentalizacdo deste
metal em estruturas sub celulares, exclusdo e/ou diminuicdo do transporte através da
membrana e a formacdo de peptideos ricos em cisteinas, conhecidos como fitoquelatinas
(PCs), que podem complexar esse metal. Além das PCs, outro mecanismo de defesa
desenvolvido pelas plantas para tolerancia a exposi¢cdo aos metais pesados é a producdo de
um sistema redutor de defesa, que inclui componentes de baixa massa molecular tais como
glutationa e ascorbato e um sistema de enzimas antioxidantes capazes de remover,

neutralizar ou limpar radicais livres e que inclui a SOD, a CAT e GR (Scandalios, 1993).



Apesar de ocasionar problemas de toxidez as plantas e animais que deles se
alimentam, existe pouca informacdo, relativa ao efeito desse metal pesado quando
introduzido no ambiente agricola.

Desta forma, este trabalho de pesquisa teve como objetivo procurar identificar e

estudar os efeitos do Ni em diferentes mecanismos de defesa de plantulas de C. juncea.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1-Efeito Toxico do Niquel

O avanco da industrializacdo, durante as ultimas décadas, tem provocado o
aumento da exposi¢cdo, no meio ambiente, de produtos quimicos potencialmente toxicos,
entre eles os metais pesados, que provocam danos para animais, plantas, a saude humana e
ao préprio meio ambiente (Gratdo et al., 2005).

A designagdo “metais pesados” vem da massa especifica destes elementos ser
maior que 5g cm®, sendo também, conhecidos como “elementos traco”, por serem
naturalmente encontrados em concentracbes de poucas partes por milhdo (Mattiazzo-
Prezotto, 1994). Segundo esta autora, o Ni por possuir peso especifico 8,9 g/cm?®, 25° C, é
considerado um metal pesado. Este elemento quimico é encontrado no grupo VIII da tabela
periddica, juntamente com o Ferro (Fe) e Cobalto (Co).

Quantidades naturais de Ni no ambiente sdo, geralmente, baixas porém, algumas
atividades podem aumentar de forma consideravel estes niveis. Tais atividades incluem o uso
do Ni na produgdo de baterias de telefones celulares, catalisador na industria de
hidrogenacé@o de Oleos vegetais, na fabricacdo de moedas, no ago, na producdo de armas e
em ligas metalicas resistentes a corrosdo (Malan & Farrant, 1998).

O Ni é considerado um elemento benéfico a planta devido a sua participacdo na
estrutura e funcionamento da enzima urease, sdo observados 6 a 8 atomos de Ni por
molécula, cuja funcdo é evitar o acumulo de uréia nas folhas, como foi constatado em salsa

(Atta-Aly, 1999). A uréia € um produto do metabolismo do nitrogénio nas plantas, sendo que



o Ni favorece a atividade da urease que cataliza a hidrélise da uréia a CO, e NH3 (Gerendas et
al., 1999a).

Entretanto, a presenca do Ni em concentracdes relativamente elevadas no lodo
de esgoto e em compostos descartados pela industria pode levar ao acumulo deste elemento
no solo, ou provocar a contaminacdo de recursos hidricos. Consequientemente, este poluente
pode ser submetido a solos cultivados e a sua persisténcia no solo, pode levar a absorcéo
deste metal pelas plantas devido a sua transferéncia através cadeia alimentar e desta forma
provocar danos a saude dos animais, especialmente aos homens (Poulik, 1997). Este autor
ressalta que a introducdo do Ni nas plantas gera efeitos toxicos como: a danificacdo do
sistema radicular e diminuicdo da atividade respiratéria. Estudos citolégicos demonstraram
gue o Ni induziu alteracbes na estrutura de mitocondria de rabanetes (Simon et al., 2000). A
presenca do Ni pode ter um efeito negativo em etapas importantes do metabolismo em
plantas, por inibir a exportacdo de produtos da fotossintese das folhas, sendo observado que
nessas folhas, acumulariam quantidades crescentes de sacarose, amido e agucares redutores,
ocasionando a reduc¢éo do crescimento e perdas na producédo (Rao & Sresty, 2000). Baccouch
et al. (1998), verificaram que esse mecanismo tem inicio com a presenca do Ni na planta
induzindo a deficiéncia de potassio. Estes autores ainda comentam que auséncia deste
elemento promove a necrose do floema, o que inibe a distribuicdo de carbohidratos na
planta. Como foi verificado em soja, em que os efeitos da toxidez do Ni expressaram-se pela
inibicdo da maturidade das sementes e reducdo da biomassa desta planta (Malan & Farrant,
1998), também foi constatado que a aplicacdo excessiva de Ni provoca distirbios mitéticos
nas pontas das raizes de milho (Huiller et al., 1996).

A presenca de Ni em cereais como aveia pode afetar principalmente a viabilidade

das sementes, portanto, reduzindo a taxa de germinacdo (Poulik, 1997). Também foi



verificado em girassol, que o Ni foi capaz de afetar o crescimento desta planta (Zornoza et
al., 1999). Em milho, sintomas de toxicidade também foram observados quando o teor de Ni
no solo era alto, verificou-se que o milho apresentou lesdes necrdticas na ponta da raiz
(Baccouch et al., 2001). Estudos, ao nivel molecular, determinaram que a presenca do Ni
também inibiu a sintese de DNA, RNA e de proteinas em rabanetes (Espen et al.,1997). Em
Alyssum murale, foi verificado que o Ni inibiu a atividade da DNA polimerase além de produzir
efeitos adversos em algumas proteinas, como na biossintese das mesmas (Abou et al., 2003).

Foi constatado que a mobilidade de Ni dentro da planta é alta quando comparada
a de outros metais (Gerendas et al., 1999b);e que o acumulo de Ni na planta faz-se
diferentemente, sendo maior nas folhas que nos ramos, nos graos que nas folhas, e nas
partes jovens que nas partes adultas (Yu, J & Woo, 1999). Em arroz, foi observada a
presenca de Ni nos grdos e na palha da planta (Kumar & Dubey, 1999) e em tomate,
concentragdes criticas de Ni provocaram necrose nas folhas, reducdo do massa fresca e o
acumulo deste metal nos frutos, o que pode ser considerado perigoso a saude humana
(Palacios & Mataix, 1999).

Na regido da Bahia de Levias, em Cuba, foi observada concentracédo de Ni no solo
e foram constatados impactos ambientais ocasionados pela presenca deste metal nesta
regido (Gonzales et al., 1997). Poulik (1997), avaliando a disponibilidade de Ni para animais e
constatou a reducdo da capacidade imunolégica e problemas no sistema nervoso quando este
elemento alcancou concentracdes consideradas toxicas. Do mesmo modo, Yaman (2000), ao
estudar o efeito do Ni no meio ambiente, verificou que quando submetidos a exposi¢cbes a
este metal, humanos e animais sofreram efeitos deletérios como destruicdo de eritrécitos,
disfuncao renal e cancer. Também, foi constatado, por estes autores que o Ni pode ocasionar

a inducao de leucemia em ratos.



2.1.1-Importancia da C. juncea

No género Crotalaria, existem cerca de 500 espécies de plantas herbaceas. A
espécie C. Jjuncea (2n=2x=16), apresenta as seguintes caracteristicas botanicas: € uma
planta alégama, de ciclo anual, planta ereta de crescimento determinado, podendo crescer
até trés metros de altura e possui folhas unifoliadas (Azzini et al., 1981).

Originaria do subcontinente indiano, a C. juncea destaca—se pela rusticidade e
pela alta producdo de fitomassa. E cultivada em muitos paises para a producdo de fibras,
sendo a biomassa utilizada como componente para papéis, principalmente, para cigarros.
Introduzida inicialmente no Brasil com o mesmo objetivo e em seguida, destinada como
planta melhoradora do solo, € uma das espécies mais utilizadas como adubo verde na
agricultura (Oliveira, 1992).

Entretanto, pouco se sabe sobre a reacdo da planta de crotalaria ao estresse pelo

Ni.

2.1.2-Aminoéacidos

Os aminoéacidos podem ser sintetizados por todos os organismos vivos, embora,
muitas espécies ndo estejam aptas a sintetizar todos os aminoacidos de que necessitam para
a construcdo de suas proteinas e desta forma, certos aminoacidos devem ser fornecidos na
dieta (Solomons, 2000). Todos os aminoacidos sao derivados de intermediarios da glicolise,

do ciclo do acido citrico ou da via da pentose fosfato em plantas (Figura 1).
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Asparagina, Metionia, Treonina, Lisina, Isoleucina

Figura 1. Via de biossintese de aminoéacidos

Dez destes aminoacidos estdo proximos dos seus precursores iniciais por apenas,

um Ou poucos passos enzimaticos, conforme pode ser observado em bactéria (Figura 1). Para
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os demais, como para 0os aminoacidos aromaticos, as vias biossintéticas sdo mais complexas
(Lehninger et al., 2000). Segundo estes autores, uma maneira Util de organizar as vias
biossintéticas dos aminoacidos € agrupa-las em familias correspondentes ao precursor
metabolico de cada aminoacido, como pode ser observado na Tabelal.

Tabela 1: Familia de aminoacidos relacionados com o precursor metabdlico.

a-cetoglutarato Oxaloacetato Fosfoenolpiruvato e Eritrose-4-fosfato

Glutamato Aspartato Triptofano
Glutamina Asparagina Fenilanina
Prolina Metionina Tirosina
Arginina Treonina
Isoleucina
Lisina
3-fosfoglicerato Piruvato Ribose-5-fosfato
Serina Valina Histidina
Glicina Leucina
Cisteina Alanina

Alguns aminoacidos e seus derivados podem, em alguns casos, promover
resisténcia nas plantas aos niveis toxicos de metais pesados. Foi constatato que, estes
amino&cidos no xilema podem quelatar metais pesados como o Cadmio (Cd) e o Ni (Briat &
Lebrun, 1999). Em soja, foi observado o aumento de aminoacidos sollveis na seiva do xilema
nestas plantas apos a exposi¢cdo ao Ni e ao Cd (Shintinawy & El-Ansary, 2000). Em plantulas
de trigo, foi verificado que, apés o tratamento com cobre (Cu) houve um acumulo de
amino&cidos solUveis como valina, lisina e arginina tanto nas raizes como na parte aérea
(Lesko et al., 2001). Em Crotalaria cobalt exposta ao Co foi constatado um significativo
aumento de cisteina, 0 que sugere que este aminoacido esteja envolvido na complexacdo do
Co nas células desta planta (Oven et al., 2002). Em arroz, foi verificada a variacdo de prolina,
um indicador de estresse hidrico, na parte aérea apds a exposicdo desta planta ao Cu (Chen
et al., 2000). Em Alysum lesbiacum, foram verificadas a variacdo de histidina na presenca do

metal Ni e a formacdo de um complexo de quelacdo deste metal com este aminoacido
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(Kramer et al., 1996). Estes autores sugerem o envolvimento destes aminoacidos, tanto no
mecanismo de tolerancia, como de transporte do metal pesado pela seiva, do xilema para
parte aérea da planta.

As plantas utilizam-se deste tipo de mecanismo com a finalidade de aliviar a
capacidade de detoxificar o efeito do metal pesado na célula. Entretanto, quando ha uma
sobrecarga da concentracdo de metais pesados, ha necessidade de ativar mecanismos de
defesa oxidante nas plantas (Briat & Lebrun, 1999).

Assim, as plantas e animais desenvolveram alguns mecanismos para reduzir a
concentracdo de metais pesados livres no citossol das células os quais incluem: o transporte
e a compartimentalizacdo deste metal em estruturas sub celulares (Lozano-Rodriguez et al.,
1997) e agentes redutores de defesa, de componentes de baixa massa molecular tais como
Glutationa e Ascorbato e um sistema de enzimas antioxidantes capazes de remover,

neutralizar ou limpar radicais livres e que inclui a SOD, a CAT e a GR (Scandalios, 1993).

2.1.3-Sistemas detoxificadores de espécies ativas de oxigénio

O acumulo de oxigénio molecular (O;) na atmosfera da Terra permitiu, na
evolucdo, que plantas e os organismos aerobios utilizassem este O, como aceptor final de
elétrons durante o metabolismo celular. Nesta reducdo de O,, pode ocorrer a transferéncia de
energia de 4 elétrons a este elemento originando estados excitados reativos parcialmente
reduzidos que sao radicais livres e derivados conhecidos como Espécies Ativas de Oxigénio
(EAOs) que incluem o Radical Superéxido (0,"), Perdxido Hidrogénio (H.0,), Radical
Hidroxila (.OH) e Oxigénio “singlet” (O,') (Scandalios, 1993). Foi constatado que EAOs

formadas em excesso podem afetar a sintese de proteinas, induzir mutacdes no DNA,



reducdo nas taxas de fotossintese, podendo também, destruir a integridade da membrana
celular (Alscher et al., 2002).

Situacdes de estresse, como a exposicdo a altas temperaturas, altas
concentragdes salinas e temperaturas extremas, sdo potencialmente prejudiciais as plantas e
um aspecto comum provocado por estes fatores adversos € que 0os mesmos podem levar a
um desequilibrio na capacidade da célula de formar o O, Este excesso pode assim, causar o
aumento da formacdo de EAOs, dentro dos diferentes compartimentos das células das
plantas (Van Breusegem et al., 2001), como foi constatado em Rosa hybrida em que foi
verificado que o UV-A induziu o aumento na concentracdo de EAOs (Helsper et al., 2003).

Os metais pesados, também sdo considerados indutores na formacdo de EAOs,
como foi constatado em plantas de milho expostas ao aluminio, que induziu a formacédo de
EAOs (Boscolo et al., 2003). Em Cajanus cajan apos sofrer a exposicdo ao Ni, foi verificada a
formacédo de EAOs, que foram responsaveis pela inativacdo de diferentes enzimas (Rao &
Sresty, 2000).

Assim, as plantas desenvolveram mecanismos que incluem um complexo sistema
de defesa antioxidante formado por compostos ndo enzimaticos e enzimaticos de protecéo
contra as EAOs (Mallick & Monh, 2000). Ainda estes autores observaram que alguns
aminoacidos, como a histidina, pode-se ligar a EAOs como O,", evitando desta forma danos a
planta. Dentro da célula, o sistema antioxidante de defesa, inclui enzimas como SOD, CAT e
Peroxidase (POX), que sdo responsaveis pela protecdo e preservacao da integridade da célula
(Van Breusegem et al., 2001). As EAOs, como os 0,", produzidos pela reacdo do O,
molecular do Fotossistema | (PSl), sdo rapidamente convertidos a H,O, pela SOD que esta
associada ao tilacéide, através de reacdo Melher (Allen., 1996). Moléculas de 0," e H,0, que

escapam da destruicdo no tilacdide sdo destruidas pela Ascorbato Peroxidase (APX) no
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cloroplasto associada a membrana do tilacéide em um ciclo conhecido como Halliwell-Asada
(Fadzillah et al.,1996).

Na Figura 2, pode-se verificar a atividade destas enzimas, no processo de
detoxificacdo da célula.

Neste ciclo, os radicais monodesidroascorbato produzidos pela APX, séo
convertidos a ascorbato (AsA) via ferredoxina (Fd) ou pela enzima Monodesidroascorbato
Redutase (MDHA) (Foyer et al., 2003).

A APX também pode formar neste ciclo, o é&cido ascérbico ou o acido
desidroascorbato, que pode ser convertido a ascorbato através da enzima Desidroascorbato
Redutase (DHAR). A DHAR por sua vez, utiliza a Glutationa Reduzida (GSH) como doador de
elétrons (Allen, 1995). Segundo estes autores, a subsequiiente regeneracdo da GSH requer a
participacdo de GR e NADPH.

Entretanto, é importante ressaltar que ainda neste sistema de detoxificacdo de
EAOs, o H,0, formado na glicolato peroxidase é degradado pela CAT, principalmente, nos
peroxissomos (Azevedo et al., 1998).

Tarhanen et al. (1999) constataram que o Ni ao ser absorvido pela planta, liga—se
passivamente a membrana celular, pela troca de posi¢Ges de ions presentes na mesma. Estes
autores sugerem que o Ni pode alterar o padrdo das interacGes entre lipidios e proteinas, e
desta forma, o Ni diminui o funcionamento e organizacdo da membrana, contribuindo para a
formacdo de EAOs. Estas EAOs formadas possivelmente reagem com &cidos graxos
insaturados das membranas e alteraram a peroxidagdo lipidica, induzindo a formacdo de
malonaldeido (MDA) que é considerado um parametro deste processo (Vranova et al., 2002).

Realmente, foi verificado em milho, na presenca do Ni, ha ocorréncia de

peroxidacao lipidica com um aumento proporcional ao nivel de MDA (Bhattacharjee, 1998).
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Figura 2. Esquema da via de compartilizacdo de EAOs.

2.1.4-Superoéxido Dismutase (SOD)

A SOD (EC 1.15.1.1) pertence a um grupo de metaloenzimas que catalisam a
dismutacédo de O, a H,0, e O, (Figura 2).

O 0, ¢é formado em diferentes locais da célula, onde o O, e a cadeia
transportadora de elétrons estejam presentes, como mitocondrias, glioxissomos e
cloroplastos (Vranova et al., 2002). Estes autores, avaliando o efeito das O," nas células
verificaram que estas EAOs podem competir com o sitio ativo de diferentes enzimas. Assim,
ndo é surpresa encontrar as SOD em diferentes localizacdes subcelulares como um

mecanismo de defesa (Alscher et al.,2002).

Fe
Cu/Zn
Mn 12



20, + 2H* H.O, + O2
Figura 3. SOD catalisa a reacdo acima, eliminando O, e formando H,0,

Existem trés isoformas destas enzimas, que sdo classificadas a partir do ion
metalico presente em seu sitio ativo: Cobre-Zinco (Cu/Zn-SOD), Manganés (MnSOD) e Ferro
(FeSOD) (Sherme & Dizengremel, 1998). A FeSOD, é encontrada no cloroplasto e é uma
enzima dimérica formada por 2 subunidades idénticas, MNnSOD é encontrada na matriz
mitocondrial, € uma enzima que possui estrutura tetramérica (Pan & Yau, 1991). Estudos
realizados a filogenia da SOD indicaram que a MnSOD e a FeSOD sdo mais antigas e que
estas isoenzimas apresentam similaridade em suas propriedades fisico—quimicas (Bowler et
al., 1994). A Cu/Zn-SOD, € a mais abundante entre todas as metaloenzimas e sdo observadas
no citosol e no estroma dos cloroplastos ou ligadas a membrana dos tilacéides de células
Entretanto, a Cu/Zn-SOD né&o apresenta similaridade com as outras isoformas de SOD. Assim,
possivelmente, esta isoenzima surgiu independentemente (Alscher et al., 2002).

O numero e tipo destas isoenzimas variam de planta para planta (Scandalios,
1993).

Em plantas expostas a condicdes ambientais adversas foi evidenciada uma alta
expressao da SOD como forma de protecdo had um possivel estresse (Gupta et al., 1993). De
acordo com Menezes-Benavente et al. (2004), diferentes pesquisas tém sido realizadas
envolvendo esta enzima na tolerancia a estes diferentes estresses. Como em condi¢cbes de
seca, em que foi observado o aumento da atividade da Cu/Zn-SOD e FeSOD em Lupinus
angustifolius (Yu & Rengel, 1999) ou a alta salinidade que induziu o aumento da atividade da
Cu/Zn-SOD em Morus alba (Sudhakar et al., 2001). O estresse pelo frio, provocou em pepino,

a reducdo da concentracdo de proteinas e reducdo da atividade das diferentes isoenzimas da
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SOD (Feng et al., 2003). Em arroz, o efeito do metal pesado Cd, levou ao aumento da
atividade da MnSOD (Shah et al., 2001). Em milho, foi verificado que o efeito da toxidez do
Ni foi capaz de inibir a atividade da SOD, durante a primeira hora de estresse (Baccouch et
al., 1998), o contrario foi verificado em Betula pentula, onde foi observado o aumento da
capacidade da atividade da SOD tanto nas raizes, como em folhas na presenca deste metal
(Koricheva et al., 1997), em Cajanus cajan foi constatado o aumento da atividade da SOD
guando esta planta sofreu a exposi¢do a este metal, indicando, desta forma, que a SOD é um

importante intermediario no processo de destoxificagdo do Ni (Rao & Sresty, 2000).

2.1.5-Catalase (CAT)

As CATs (1.11.1.6), sdo enzimas hemeproteinas tetraméricas encontradas em
todos organismos aerodbios, localizam-se no citoplasma e nas organelas mitocondrias,
peroxissomos sendo responsaveis pela transformacdo de 2H,0, em O, e 2H,0O (Figura 4)

(Vranova et al., 2002).

Figura 4. CAT catalisa a transformagdo de H,0,em H,0 e O,

2H-,0, 2H>,0 + O»

A rapida eliminacdo do H,0,, € necesséria uma vez que esta EAO, pode inativar
diversas enzimas pela oxidacdo do seu grupo tiol, como por exemplo as enzimas do Ciclo de
Calvin (Edwards et al., 1994).

As plantas, assim como 0s animais, possuem diferentes isoformas de catalases

gue sdo codificadas por trés genes: Catl, Cat? e Cat3 (Scandalios, 1993). Tais genes sao
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responsaveis pela codificacdo das isoenzimas Cat 1, Cat2 e Cat3 que sao expressos
diferentemente, dependendo do tecido e de acordo com o estagio de desenvolvimento da
planta (Baek & Skinner, 2003).

As Catl sdo responsaveis pela transformacdo do H,O, produzida na
fotorrespiracdo em H,O e O, e estdo localizadas no interior de peroxissomos (Menezes-
Benavente et al., 2004), as Cat2 estdo envolvidas no processo de lignificacdo e sao
encontradas nos tecidos vasculares (Scandalios, 1993), e as Cat3 sdo as mais abundantes em
sementes e em plantas jovens e tém a funcdo de catalisar a degradacao de moléculas de
H,O, formadas durante a pB-oxidacdo de acidos graxos e em peroxissomos de folhas verdes
durante a fotorrespiracao pela transformacéo do glicolato em glioxilato e estédo localizadas no
mesofilo das células (Van Breusengem et al., 2001).

E sugerido que as isoformas de CAT podem ser reguladas, no tempo e no espaco,
em resposta a diferencas de luz (Scandalios, 1993). Este fato foi verificado por Lall et al.
(1998) que ao submeterem /mpatiens flanagee a alta intensidade de luz detectaram o
aumento da atividade da CAT. Essa enzima torna-se essencial para destruicdo de H,0O,
formado na fotorrespiracdo realizada em plantas C3. Em plantas C4 onde a fotorrespiracao é
reduzida foi verificada uma diminuicédo da atividade desta enzima (Foyer et al.,2003).

Foi constatado que o frio foi capaz de induzir a inibicdo da atividade da CAT em
Euphorbia esula (Davis & Swanson, 2001). Em sementes de cevada tratadas com Cd foi
verificado o aumento da expressdo da atividade da CAT (Patra & Panda, 1998). Resultado
semelhante foi constatado quando o efeito de Ni foi testado em plantas de Leucaena
leucocephalla coletada em solos contaminados pela adicdo de residuos industriais e por este
metal, que apresentou aumento da atividade da CAT (Rout & Samantary 1999). Em Vignata

radiata o efeito da toxidez do Ni foi constatado no aumento da atividade da enzima CAT em
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folhas (Samantary et al, 1999). Em milho também foi verificado aumento da atividade da CAT
apos 24 horas de tratamento com esse metal em raizes (Baccouch et al., 2001). Entretanto,
em plantas de Alyssum bertonni tratadas com Ni, foi constatada a reducdo da atividade da
CAT no decorrer do tempo de tratamento com este metal (Boominathan & Doran, 2002). Em
Cajanus cajan, a presenga do Ni também resultou na reducdo da atividade desta enzima em
raizes (Rao & Sresty, 2000). Estes autores sugerem a possivel inibicdo da atividade desta

enzima por este metal.

2.1.6-Glutationa Redutase (GR)

Em plantas, a GSH € o componente tiol mais abundante, inclui-se como uma das
principais defesas para células de plantas e animais contra uma variedade de estresses,
incluindo poluicdo do ar, calor, frio e seca (Lea et al., 1998).

A GSH regula a sintese de fitoquelatinas e tem importante papel como
antioxidante nos sistemas biologicos (Gallego et al., 1996). Singhal et al. (1987), ressaltam a
GSH como tendo um importante papel de defesa da célula contra a exposicdo da planta a
elementos téxicos a planta. Além de promover a remoc¢éao do H,O; no cloroplasto, a GSH pode
controlar a quantidade de metais pesados livres no citossol (El-Shintinawy, 1999). Entretanto,
para a maioria destas funcdes, principalmente o papel antioxidante, a GSH deve estar na sua
forma reduzida. Essa oxi-reducdo € catalisada pela GR (Creissen et al., 1994). Segundo este
autor, esta enzima, contém um grupo prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD)
transferidor de elétrons, que catalisa a reducdo da Glutationa Oxidada (GSSG) para GSH na

forma reduzida na presenca da NADPH.
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Desta forma, a GR (EC 1.6.4.2) tem papel fundamental na protecdo do
cloroplasto contra danos oxidativos mantendo a razdo entre os niveis de GSH e GSSG no ciclo

Halliwell-Asada (Figura 5) (Mallick & Monh, 2000).

NADPH * NADP *

<>
>

Figura 5. Esquema da GR no ciclo Halliwell-Asada

GSSG 2GSH

Em espinafre, em um experimento em que a planta foi exposta com ozonio, foi
verificado o aumento da atividade da GR (Edwards et al., 1994). Os autores sugerem que
esta enzima esteja contribuindo para reduzir a acdo de EAOs nesta planta. No feijoeiro, 0s
efeitos do tratamento realizado com baixas temperaturas expressaram-se no aumento da
atividade da GR (Kocsy et al., 2000).

A atividade da enzima GR também foi pesquisada em Pinus sylvestris onde foi
constatado que a radiacdo por UV-B induziu a reducdo da atividade desta enzima (Laakso et
al., 2001).

E observado que em plantas submetidas ao estresse, por diferentes agentes da
poluicdo, como a chuva acida, ha alteracdo da atividade da GR (Koricheva et al.,1997). Em
tabaco, metais como Ni e chumbo (Pb) reduziram a atividade da GR, contribuindo dessa
maneira para o estresse oxidativo (Stohs et al.,1997). Em Crotalaria juncea, foi verificado que
o Cd foi capaz de induzir o aumento da atividade da GR na parte aérea desta planta (Pereira

et al., 2002). A atividade de GR em raizes de trigo tem contribuido para aumentar a
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tolerédncia ao Ni, sendo o efeito positivo através da acdo da GSH, mediante a sintese de
Fitoquelatina a qual conduziu a uma reducdo do nivel de Ni livre nas raizes desta planta
(Pandolfin et al.,1996).

Em folhas de Betula pendula, foi constatado um significativo aumento da
atividade da GR apos a aplicacdo de Ni nesta planta (Koricheva et al., 1997).

Também em plantulas de milho, foi verificado o aumento da atividade desta
enzima na tolerancia ao metal pesado Ni (Baccouch et al., 2001). O papel da GR na tolerancia
ao metal pesado Ni foi pesquisado por Rao & Sresty (2000). Ao pesquisarem o efeito do Ni
em plantas de Cajanus cajan observaram o aumento da atividade desta enzima, na parte
aérea desta planta, ap0s o inicio do tratamento com Ni. Estes autores consideram que a GR
esteja sendo utilizada na manutencdo dos niveis da GSH, que por sua vez estd sendo
utilizada no ciclo Halliwell-Asada no processo de detoxificagdo de EAOs formadas a partir da
presenca deste metal neste 6rgao da planta.

Dificuldades na purificacdo e sequenciamento em plantas superiores tém
impedido algumas comparac@es diretas entre a sequéncia de aminoacidos de uma GR de
planta e de outros organismos (Creissen et al., 1994). Apesar destas dificuldades, o efeito de
metais pesados sobre a atividade desta enzima em plantas, tem atraido a atencdo de muitos

pesquisadores.

2.1.7-Fitoquelatinas (PCs)
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As plantas respondem a presenca de metais pesados pela sintese de uma familia
de peptideos ricos em cisteina, conhecidos como PCs, que tém a estrutura geral (y-Glu-Cys)
nGly, onde n=2 a 9 (Mallick & Monh, 2000). Estes peptideos séo sintetizados em plantas a
partir da fitoquelatina sintase (yglutamilcisteina dipeptidiltranspeptidase), que transfere a y-
glutamilcisteina de uma molécula de Glutationa Reduzida (GSH) para o polimero de y-
glutamilcisteinilglicina (Howden et al., 1995).

Cabe a PCs diminuir a toxicidade dos metais pesados através da sua complexacédo
intracelular e posterior transferéncia para os vacuolos (Xiang & Oliver, 1998). Sugerindo-se
gue a sintese de PCs, em plantas, pode ser rapidamente regulada em resposta a exposicéo
ao metal pesado (Chen & Liu, 1996). Resultados semelhantes foram obtidos por Grill et al.
(1985), que detectaram que varias espécies de plantas na presenca de metais pesados, como
Cd, sédo capazes de sintetizar PCs. Entretanto, Leopold et al. (1999), ressaltam que apenas
alguns metais pesados podem formar complexos com PCs.

Com o aumento da concentracdo de Cd em tabaco, percebe-se o aumento na
producdo de PCs nas raizes desta planta (Vogeli-Lange & Wagner, 1990). Em trigo, foi
constada a inducdo de PCs nas raizes desta planta apos a exposicdo ao cobre (Keltjens & van
Beusichem, 1998). Plantulas de Pinus sylvestris, ao serem tratadas com Ni apresentaram a
inducdo de PCs, sendo também observada a diminui¢cdo da concentracdo de glutationa nas
raizes destas plantas (Kukkola et al., 2000). Em algumas arvores da regido de Sudbury,
Canad4, cultivados em solos contaminados pela adicdo de Ni, também foi constatado que
estas plantas apresentaram toxicidade por este elemento, entretanto foi observada formacéo
de PCs em suas raizes como uma forma de promover a detoxificagcdo deste metal pesado

(Gawel et al., 2001).
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Porém, ndo foram relatados, at¢é o momento, trabalhos que identificaram a

formacéao de complexos Ni-PCs.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Cultivo do material bioldgico

A espécie de crotalaria utilizada nesta pesquisa foi a C. juncea. As sementes
foram obtidas no Campo de Producdo de Sementes, localizado no Municipio de Tupi Paulista,
SP, a partir cruzamento das variedades 1AC; e IAC,.

Todas as plantulas utilizadas nos experimentos, foram cultivadas em casa de
vegetacdo do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"—
USP, (latitude S 22° 42’ 30” longitude W 47°-38" 01”. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Genética e Bioquimica de Plantas do Departamento de Genética, da "Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz"-USP).

As sementes de C. juncea foram germinadas em papel de germinacdo umedecido
em agua destilada e parcialmente imersas em agua destilada em estufa sob condi¢des
controladas de temperatura 27° C e fotoperiodo de 14/10 h por 7 dias. Apds a germinacéo,
as plantulas foram transferidas para vasos plasticos que foram organizados sobre um
substrato de vermiculita na casa de vegetagdo (Temperaturas 20° C a 27° C). Cada vaso
recebeu em torno de 15 plantas distribuidas em placas de isopor (1,5 cm de espessura) com
didametro compativel a parte superior do vaso. Estas plantas foram crescidas em solucéo
nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1951), em sistema de hidroponia (1,7 L por vaso)
e com as raizes mantidas sempre aeradas através de um compressor odontologico
(SCHULZ/1HP). As plantas crotalaria receberam concentracfes Ni de especificas, de acordo

com o tipo de experimento a ser realizado.
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3.1.1-Experimento 1: alteracdes bioquimicas

Para estudar, o efeito do NiCl, como objetivo do experimento 1, foram as
alteracBes enzimaticas causadas pelo efeito deste metal em pléntulas de crotalaria. Neste
ensaio as concentracdes utilizadas foram 0 mM, 0,05 mM e 0,5 mM1 de NiCl,.

O periodo de exposicdo ao Ni foi de 0 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 horas, sendo
as plantas coletadas e divididas em raiz e parte aérea e lavadas em agua deionizada durante
aproximadamente 1 min, visando remover 0s ions, sendo entdo secas com papel toalha. As
amostras foram congeladas em nitrogénio e armazenadas em freezer a -80° C. Para posterior
determinacéo das atividades das enzimas antioxidantes tanto em raizes e parte aérea destas

plantulas.

3.1.2-Experimento 2: Analise de aminoacidos soluveis

A realizacdo do experimento de analise de aminoacidos sollveis, as plantulas de
C. Juncea foi realizado o mesmo procedimento experimental descrito no item 3.1. Neste
ensaio, o periodo de exposi¢cdo ao Ni foi 0 mesmo realizado no experimento 3.1.1, entretanto

para estas plantulas as concentracdes utilizadas foram 0 mM e 0,5 mM de NiCls.

3.1.3-Experimento 3: Andlise da concentracao de NiCl, nos tecidos vegetais

Para a quantificacdo da concentracdo de Ni nos tecidos vegetais de C. juncea,

uma parte do material coletado no experimento 3.1.2, foi separada para o experimento 3.

Estes materiais foram secos durante 72 h a 80° C, moidos e 0,5 g de cada amostra foi

colocado em recipiente apropriado para analise por fluorescéncia de raios X, prensada a 2
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ton/cm? e levada diretamente para andlise, sem passar por nenhum tipo de pré-tratamento

guimico.

3.2-Cromatografia em camada delgada

Para o procedimento de extracdo e quantificacdo de aminoéacidos foi utilizada a
técnica desenvolvida por Bielesky & Tuener (1986), com algumas modificagées.

Foram usados 0,5 g de extrato vegetal tanto de raizes e parte aérea, que foram
macerados em 2 mL de solucdo MCW (12 mL de metanol, 5 mL de cloroférmico e 3 mL de
agua Milli-Q). A mistura foi centrifugada por 25 000 rpm por 20 min a 4° C. ApOGs a
centrifugacdo, o sobrenadante foi misturado a 0,5 mL de cloroférmio e 0,75 mL de agua Milli-
Q. Da fase hidrossoluvel coletada foi retirada uma aliquota para diluigdo com volume final de
1 mL (completado com agua Milii-Q).

Para esta analise foram utilizadas placas de silica gel sobre poliéster de 20cm x
20 cm (Merck) e aplicadas aliquotas de 2 uL de extrato vegetal de parte aérea e raizes, nas
concentracbes 0 mM e 0,5 mM de NiCl, nas placas cromatograficas. Antes da aplicacdo das
amostras, as placas a foram ativadas a 80° C por 60 min em estufa.

Os cromatogramas foram realizados em cubas de vidro contendo solventes
constituidos de uma mistura de &lcool butilico, acetona, hidroxido de amobnia e agua
deioneizada nas proporcdes de 50:50:25:10 mL (V/V), respectivamente. ApOs a separacao
dos aminoécidos, por aproximadamente 40 min de corrida, as placas foram secas em estufa
ventilada por 48 h, a temperatura ambiente e posteriormente revelados com uma solugdo de
0,2 % ninidrina em acetona (p/v). Padrdes de histidina e prolina foram incluidos para a

identificacdo das bandas de aminoécidos.
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3.3-Determinacgao das atividades das enzimas anti-oxidantes

A extracdo enzimatica foi feita partir de folhas e raizes e as enzimas verificadas
foram CAT, SOD e GR. As andlises destas enzimas foram realizadas por atividade em géis nao
desnaturantes (poliacrilamida 7 %) e por espectrofotometria.

As extracOes das enzimas CAT, SOD e GR foram feitas em tampdo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), (4 g:1 mL) contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 4 % (p/v)
de PVPP de acordo com a técnica desenvolvida por Azevedo et al. (1998). O homogeneizado

foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4° C, utilizando-se uma centrifuga Beckman
modelo J2-MC. O sobrenadante, foi coletado, dividido em aliquotas e congelados a -80° C,

sendo utilizados para 0s ensaios das atividades enzimaticas.

3.3.1-Atividade de CAT

A atividade da CAT foi determinada em espectofotometro como descrito por
Azevedo et al. (1998). O ensaio foi realizado A 25° C em uma mistura de reacéo contendo 1
mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 25 uL de H,0; (solucéo de 30
%) preparada imediatamente antes do uso.

A reacdo foi iniciada pela adicdo de 25 uL de extrato vegetal e a atividade foi
determinada seguindo-se a decomposi¢cdo de H,O, por 1min de dosagem continua em
intervalos de 1 s por alteragbes na absorbancia a 240 nm. Os valores de atividade foram

expressos em umol/min/mg/prot.
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3.3.2-Atividade da SOD

A atividade da SOD foi determinada pelo método espectrofotométrico, como
descrito por Beyer & Fridovich (1987). Como indicador da abordagem foi empregada a taxa
de reducdo do nitrolue tetracolian (NBT). Na preparacdo enzimatica foi utilizada 50 uL de
extrato vegetal, 850 uL de solugdo de NBT e 100 pL de riboflavina.

Apoés a mistura, foi determinada a variacdo de absorbancia por min a 560 nm. A
atividade da SOD foi expressa em Unidades mg™ por proteina.

Uma unidade da atividade da SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que
inibe a reducéo de 50 % de NBT.

A atividade da SOD em PAGE nao-desnaturante, de plantulas tratadas e nao
tratadas com Ni, foi determinada segundo a técnica descrita por Laemmli (1970), com uma
corrente constante de 20 m/Aplaca por 4 h.

Foram aplicados aos géis amostras de padrdo de SOD de figado bovino (2
unidades), 40 ug de proteina do extrato de raizes e parte aérea.

Ap6s um tempo médio de 4 h para eletroforese, os géis foram enxaguados
rapidamente em agua destilada e incubados no escuro a temperatura ambiente em uma
mistura de reacdo contendo 100 mM de tampéo fosfato de potéassio (pH 7,8), 1 mM EDTA,
0,05 mM de riboflavina, 0,1 mM de NBT e 0,3 % (v/v) de TEMED. Ao final de 30 min, a
mistura de reacdo foi removida, os géis enxaguados com agua destilada e colocados sob
iluminacdo por alguns minutos até o desenvolvimento de bandas brancas sob fundo roxo. A
reacdo foi interrompida incumbando-se o gel em uma solucdo 7 % (v/v) de acido acético por

15 min.
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3.3.3-Caracterizacéo das isoenzimas da SOD.

Para determinacdo das isoformas de SOD, as raizes e a parte aérea foram
submetidas a PAGE ndo desnaturante em minigel (8 %). A eletroforese foi conduzida a 4° C
com uma corrente constante de 15 mA/placa por 4 h. A amostra foi aplicada no gel em
concentragdo de 40 ug de proteina de extrato de raizes e parte aérea.

Ao final da eletroforese, o gel foi dividido verticalmente em trés partes iguais. A
primeira foi revelada para atividade de SOD como acima (3.3.2), a segunda e a terceira parte
foram incubadas por 20 min em 100 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,8) contendo 2
mM de KCN e 100 mM de tampéao fosfato de potassio (pH 7,8) contendo 5 mM de H,0,,
respectivamente. ApoOs este periodo, ambas as partes foram lavadas e reveladas para
atividade de SOD. O pre-tratamento dos géis em H,O, e KCN antes da revelacdo de SOD
permitiu a classificagdo das isoenzimas da SOD em Cu/Zn-SOD, FeSOD ou Mn-SOD. Mn-SOD
€ resistente a ambos inidores, a FeSOD é resistente ao KCN e inibida por H,O, e Cu/Zn-SOD é

inibida por ambos inibidores (Azevedo et al., 1998).

3.3.4-Atividade da GR

A atividade de GR foi determinada como descrito por Azevedo et al. (1998). A
atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente a 30° C em uma mistura de reacao
consistindo de 1 mL tampéo fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de DTNB, 1

mM de GSSG e 0,1 mM de NADPH.
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A reacao foi iniciada pela adi¢cdo de 50 uL de extrato vegetal. A taxa de GSSG foi
monitorada pelo aumento, A cada segundo, na absorbancia a 412 nm por 1 min. Os valores

de atividade foram expressos em pmol/min/mg/prot.

3.4-Determinacéao de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada por espectrofometria a 595 nm como
descrito pelo método de Bradford (1976), utilizando—se o kit Bio-Rad e soro albumina bovina

(BSA) como padréo.

3.5-Eletroforese de proteinas totais

O estudo de protéinas em foi realizada em gel de poliacrilamida-desnaturante
(SDS-PAGE).

A eletroforese foi conduzida a 4° C e a corrente constante utilizada foi de 20
mA/placa, por cerca de quatro horas.

Para cada gel foram aplicadas amostras padrdo 2 ug de proteina e 5 ug de
proteina dos extratos vegetais dos tratamentos de 0,05 mM e 0,5 mM de NiCls.

A revelacado para atividade de proteinas foi realizada com sistema com prata de
acordo com Gomes (1995). Os geéis foram incubados em solucdo fixadora (40 % de Etanol
P.A., 10 % de acido acético, preparada em agua deionizada), durante a noite. Logo apés,
procedeu-se a uma nova incubacdo em uma solucdo contendo 17 g de acetato de soédio
3H,0, 75 mL de etanol 96°GL P.A., 1 g de tiossulfato de sédio, 1,3 mL de glutaraldeido a 25
% (adicionado somente na hora do uso), para um volume final de 250 mL. ApOs essa

incubacao, lavou-se o gel 3X por 15 min com agua deioneizada. Apés esse passo, adicionou-
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se ao gel a solugdo de prata (15 min) contendo 0,25 g de nitrato de prata e 50 uL de
formaldeido (adicionado na hora do uso). Para revelacdo, foi utilizada uma solucdo contendo
6,25 g de carbonato de sodio e 25 uL de formaldeido (adicionado na hora do uso). Para
finalizar a revelacéo foi feita uma solucéo paralizadora com 3,65 g de EDTA, para um volume

final de 250 mL.

3.6-Determinacao dos aminoacidos soluveis por espectofotémetro

ApOs a extracdo, tanto para o extrato radicular quanto na parte aérea como
descrito em 3.2, utilizou-se 0 método proposto por Azevedo et al. (2003) para a quantificacdo
dos aminoé&cidos soluveis. Procedeu-se a reacdo de 250 uL de extrato vegetal com 500 uL do
tampéo citrato 0,2 M (pH 5,0), 200 uL de soluc¢do ninidrina 5 % em metil Glicol + 1 mL de
solucdo KCN 0,0002 M. O ensaio foi aquecido a 100° C por 20 min e, apés, resfriado por 10
min em agua corrente. Acrescentou-se posteriormente neste ensaio 1 mL de éalcool etilico 60
%, seguindo-se a leitura espectrofotbmetro em A=570 nm.

A concentracdo de aminoacidos soluveis totais foi avaliada utilizando-se curva

padréo de solugdo Leucina.

3.7-Determinacéo da concentracdo de Ni, Fe e Zn nos tecidos vegetais de plantas

tratadas

A quantificagdo da concentracdo dos elementos quimicos Ni, Fe e Zn foram
realizadas em amostras expostas a concentracdo 0,5 mM e foi realizada através da técnica
analitica denominada fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia (EDXRF, energy

dispersive X-ray fluorescence), em equipamento disponivel no Laboratério de Instrumentacao
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Nuclear, da Divisdo de Desenvolvimento de Métodos e Técnicas Analiticas e Nucleares, do
CENA/USP e utilizou-se o método proposto por Nascimento (1999).

As amostras foram secas durante 48 h a 35° C, moidas e em seguida 0,5 g de
cada amostra foi colocado em recipiente apropriado para analise por fluorescéncia de raios X,
prensada a 2 ton/cm® e levada diretamente para andlise, sem passar por nenhum tipo de
pré-tratamento quimico.

A excitacdo foi feita com raios X Mo-Ka de 17,44 keV, provenientes de um tubo
de raios X com alvo de Mo e filtro de Zircone, operado a 25kV e 10mA, possibilitando a
deteccdo do elemento quimico Ni pelos seus raios-X caracteristico Ka. As amostras foram
excitadas por 300 s, sendo os raios-X detectados por um espectrdmetro multicanal, baseado
em detector semicondutor de Si (Li) e eletronica nuclear convencional.

A concentracdo do elemento Ni foi estimada através da intensidade dos raios X
caracteristica, levando-se em conta o efeito matriz. A validacdo da metodologia foi realizada
analisando-se uma amostra de referéncia certificada (hay powder, V-10) produzida pela

Agéncia Internacional de Energia Atémica, Viena.

3.8-Peroxidacao de lipideos

A peroxidaticdo lipidica na parte aérea de C. juncea foi determinada pela
estimativa do conteddo de malonaldeido a partir do método de Heath & Packer (1968) com
algumas modifica¢cdes. Amostras 0,3 g do material foram maceradas em 1,3 mL (0,1 %) de
acido tricloracético (TCA) na presenca de 20 % de PVPP. Apds completa homogeizacao, 1,4
mL foi transferido para tubos do tipo eppendorf para que fossem centrifugadas a 10.000 rpm

por 5 min. Do sobrenadante foi retirado 0,5 mL e adicionados 2 mL de TCA (20 %) contendo

29



0,5 % de acido tiobarbiturico. Apds deixar em banho maria a 95° C por 30 min foi feito um
rapido resfriamento em gelo. Apés a mudanca de cor, transferiu-se 1,4 mL da amostra foram
transferidas para tubos tipo eppendorf para serem centrifugados a 10.000 rpm por 10 min,
com o intuito de separar algum residuo formado durante o aquecimento e também com o
objetivo de clarificar um pouco a coloragéo.

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a A=535 e 600 nm. A
determinacdo da concentracdo da MDA foi determinada através da formula:

C= ABS (535-600)/E.B.

Onde E= Coeficiente de extingdo=155 mM™*/cm, B=Comprimento éptico. Desta
formula, obteve-se C=ABS (535-600) x 155 mM.

A quantidade do MDA foi expressa em mmoL/ mg tecido fresco.

4-ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticbes por tratamento. Os dados foram estatisticamente analisados para 0s
experimentos e 0s resultados expressos pela regressdo polinomial. Para os demais ensaios
realizados, em que ndo houve ajuste em regressdo polinomial os dados foram analisados e

expressos pela média e desvio padrdo ( + SD).
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1-Consideracfes gerais

Os organismos vivos estdo sujeitos aos mais diversos fatores ambientais que
podem induzir a formacdo de EAOs. Estas EAOs por sua vez, podem promover estresse
oxidativo imediato.

Ao longo da evolugdo, os organismos, entre eles as plantas, desenvolveram
varios mecanismos de defesa para protecdo de suas células contra danos oxidativos
provocados por estas EAOs. Varias pesquisas vém sendo realizadas no intuito de uma melhor
compreensao destes processos.

Estudos realizadas em plantas consideraram que os metais pesados promovem
véarias alteracdes fisiologicas, induzindo reacdes oxidativas e desencadeando a geracdo de
EAOs.

Entretanto, as informagbes referentes ao comportamento dos metais pesados
adicionados as plantas, realizados e verificados na literatura, envolvem em sua maioria,
parametros morfologicos com algumas das espécies de crotalaria.

Pouco tem sido discutido sobre o efeito do Ni em relagdo aos mecanismos de
fitoxicidade, a sua influéncia na formagdo de EAOs e outros processos desencadeados em
crotalérias.

Neste estudo, realizado com C. juncea apés a exposicdo ao Ni, constatou-se o
desenvolvimento das raizes e da parte aérea com o aumento de exposicdo ao metal no
periodo de tempo estudado. Estes dados ndo foram mostrados, uma vez que se torna

imprescindivel que se usem recursos diferenciados dos adotados nas avaliacdes rotineiras
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sobre o efeito de metais pesados em plantas e se tratando da espécie utilizada neste estudo,
nao existem muitos trabalhos considerando aspectos bioquimicos.

Os resultados obtidos permitiram constatar que o teor de Ni aumentou nas raizes
em funcdo das doses crescentes e pode-se observar que a presenca do Ni na parte aérea
induziu a peroxidacéo lipidica, conforme o estudo de MDA permitiu constatar nesta parte da
planta. Verificou-se ainda com relacdo a toxidez deste metal, que as doses de Ni utilizadas
influenciaram na distribuicdo de Fe e Zn tanto em raizes como na parte aérea.

Com os estudos bioquimicos realizados pode-se verificar que o Ni afetou a
atividade das enzimas envolvidas no sistema antioxidante de defesa.

Aparentemente, as doses de Ni utilizadas neste estudo, alteraram a producéo de
proteinas em C. juncea. Estas proteinas, possivelmente, passam a participar nos processos

metabdlicos como fonte de energia para a planta.
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The contamination of the environment by toxic metals poses a threat for “Man and biosphere”, reducing agricultural productivity
and damaging the health of the ecosystem. In developed nations, this problem is being addressed and solved to some extent
by using green technology” involving metal tolerant plants, to clean up the polluted soils. The use of naturally occurring metal
tolerant plants and the application of genetic manipulation, should hasten the process of transferring this technology from
laboratory to field. Therefore, it is essential to investigate and understand how plants are able to tolerate toxic metals and to
identify which metabolic pathways and genes are involved in such a process. Recent advances in knowledge derived from the
“omics”, have considerable potential in developing this green technology. However, strategies to produce genetically altered
plants to remove, destroy or sequester toxic metals from the environment and the long-term implications, must be investigated
carefully.

Key words: hyperaccumulator plants, phytoremediation, toxic metals.

Fitorremediacio: tecnologia verde na limpeza de metais toxicos do ambiente: A contaminagdo do ambiente por metais
toxicos torna-se uma ameaga tanto para o homem quanto para a biosfera, impedindo o desenvolvimento da agricultura e
prejudicando os ecossistemas. Em nagdes desenvolvidas, esse problema esta sendo direcionado e resolvido, consideravelmente,
com o uso de plantas tolerantes especializadas na limpeza de substratos contaminados e poluidos com metais. O uso de plantas
que naturalmente acumulam metais e a aplicagdo da engenharia genética (metalomicas) acelerariam o processo de transferéncia
de toda essa tecnologia do laboratorio ao campo. E essencial, portanto, investigar ¢ entender como essas plantas funcionam e
quais os caminhos metabolicos e genes envolvidos no processo. A combinagdo das tecnologias das “6micas” tem um prodigioso
potencial no desenvolvimento dessa tecnologia verde. Entretanto, estratégias para produzir plantas geneticamente alteradas
para remocao, destrui¢do ou seqiiestro de substancias toxicas do ambiente e suas implicagdes devem ser cuidadosamente
investigadas.

Palavras-chave: plantas hiperacumuladoras, fitorremediacdo, metais toxicos.

INTRODUCTION period and can eventually accumulate to levels that could

The contamination of the environment with toxic metals
has become a worldwide problem, affecting crop yields,
soil biomass and fertility, contributing to bioaccumulation
in the food chain. In the last few decades, research groups
have recognised that certain chemical pollutants such as
toxic metals, may remain in the environment for a long

harm humans. Moreover, the numerous classes and types
of these chemicals, complicate the removal of many toxic
metals from the environment. As an alternative, an ecological
technological approach has been developed involving the use
of plants to clean up or remediate soils contaminated with
toxic metals. Certain plants, termed hyperaccumulators, have
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been shown to be resistant to heavy metals and are capable
of accumulating and transporting these soil pollutants to high
concentrations. Thus, biological and engineering strategies
designed to improve the use of phytoremediation to reduce
the amount of heavy metals in contaminated soils, has begun
to emerge.

Toxic metals: The focus of researchers on the phytoremediation
of toxic metals in the environment has been considered an
area of major scientific and technological progress and is a
subject of contemporary relevance (Table 1). The widespread
accumulation of heavy metals in soils is becoming a serious
problem, as a consequence of industrial activity worldwide.
Mining wastes, fertilisers, paper mills and toxic elements
from atmospheric emissions, have all contributed to the
continuous deposition and resulting accumulation of toxic
metals in the environment. The concentrations of toxic metals
in polluted soils are often hundreds of times greater than that
required to exert a toxic effect on the majority of higher
plants. Toxic metals can affect the biosphere for long periods
of time and can be leached through the soil layers leading to
the contamination of the water table. Consequently, the use
of plants contaminated with high levels of heavy metals for
food, might pose a serious risk to human and animal health
(Wang et al., 2003).

Table 1. Social and economic dimensions of toxic trace elements,
metalloids and radionuclides and areas of scientific investigation
(Prasad 2004a).

Area Scope for detailed investigation

Ecotoxicology and
ecophysiology

Nutrient availability efficiency
and Deficiency for optimization
of crop yield

Bioremediation and restoration
of metal contaminated and
polluted ecosystems

Environmental chemistry
waste management
and mine reclamation

Agricultural and Plant and soil serve as vital links

nutritional sciences
food industry

Clinical
biochemistry

Medicine and
pharmacology

The atomic
energy sector

for supplementing nutrients
on sustainable basis

Usage of radiolabelled antibodies
and their disposal

Use of plants as a source of
certain disorders nutrients for

The nuclear weapon testing (release
of mainly ¢, Cs, PSr and 95Zr)
P3r70ducltégn (rgéease of mainly

Cs, Ru, ~Zr) and nuclear
power production
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Phytoremediation: present outcomes: Phytoremediation is
the process that introduces plants into an environment and
allows them to assimilate the contaminants into their roots
and leaves. Such a process has been used to clean up heavy
metals, pesticides and xenobiotics (Suresh and Ravishankar,
2004), organic compounds (Newman and Reynolds, 2004),
toxic aromatic pollutants (Singh and Jain, 2003) and acid
mine drainage (Archer and Caldwell, 2004). Interestingly,
phytoremediation was recognized and documented by hu-
mans more than 300 years ago, however the scientific study
and development of suitable plants was not conducted until
the early 1980’s (Lasat, 2000).

Phytoremediation is considered to be an environmentally
friendly technology, that is a safe and also a cheap way to
remove contaminants, in some cases doing the same job as
a group of engineers for one tenth of the cost. However,
such technology cannot necessarily be effective all of the
time or be used in all types of contaminated sites. If the
contamination runs too deep, or the concentration of toxic
compounds is too high, then plants alone cannot efficiently
remediate the soil (Cunningham et al., 1995).

Phytoremediation of toxic metals: Soils may become polluted
with high concentration of toxic metals and their remediation
may often involve excavation and removal of soil to secured
landfills, an expensive technology that requires site restora-
tion (Glick, 2003). Moreover, besides being an expensive
and labour intensive effort, cleaning up contaminated sites
has been accompanied by secondary environmental and legal
problems. The phytoremediation of heavy metal contaminated
soil basically involves the extraction or inactivation of these
metals in soils (Lombi et al., 2001). However, some metals
such as Pb are largely immobile in soil and their extraction
rate is limited by solubility and diffusion to the root surface
(Lombi et al., 2001). Conventional technologies suitable for
water and soil remediation used in situ and ex situ are: pneu-
matic fracturing, soil flushing, solidification/stabilization, vit-
rification, chemical reduction/oxidation, soil washing and ex-
cavation. All these methods are cost prohibitive and often can
generate secondary waste (Prasad, 2003). The use of several
chelating agents, such as EDTA (ethylenediaminetetraacetic
acid), EGTA (ethylene glycol-O,0’-bis-[2-amino-ethyl]-
N,N,N’,N’ -tetraacetic acid), EDDHA (ethylenediamine di(o-
hyroxyphenylacetic acid) and citric acid, has been developed
to chemically enhance phytoextraction by mobilizing metals
and increasing metal accumulation (Cooper et al., 1999).
However, there is a potential risk of leaching of metals to
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the ground water and there is still a lack of detailed studies
regarding the persistence of metal-chelating agent complexes
in contaminated soils (Lombi et al., 2001).

It is also known that some metal contaminated soils are
difficult to remediate and such soils are usually excavated
and land filled. Sites can also be treated by acid leaching,
physical separation of the contaminant or electrochemical
processes (Cunningham et al., 1995). Moreover, the costs
associated with soil remediation are variable and depend on
the properties of the soil, the contaminants, site conditions
and the volume of material to be remediated (Cunningham et
al., 1995). Considering these limitations, phytoremediation
is one innovative approach that offers more environmental
benefits and a cost effective alternative.

In phytoextraction and phytomining, accumulated toxic
metals in plant tissues are harvested for metal recovery and
reuse. Normally, the plants termed hyperaccumulators are
preferably used, since they have the ability to withstand and
build up high concentrations of metals, when compared to
other plants. These plants can be processed to recover the
metals accumulated during the phytoremediation process
(figure 1). Although it is cheaper than the conventional
methods, phytoremediation is not an easy technology
that consists of simply planting and growing some
hyperaccumulating plants in the metal polluted area (Alkorta
et al., 2004). It is in fact a highly technical strategy, requiring
expert project designers with field experience that choose
the proper species and cultivars for particular metals and
regions (Alkorta et al., 2004). Research carried out with
hyperaccumulator plant species has mainly focused attention
on the physiological mechanisms by which the metal is taken
up, transported and sequestrated, but little is know regarding
the genetic basis of hyperaccumulation when compared
with the genetic basis of metal tolerance (Pollard et al.,
2002). There is evidence for a quantitative genetic variation
controlling the ability of these plants to hyperaccumulate
between and within populations (Pollard et al., 2002).

Transgenic plants vs natural hyperaccumulators: The
ideal plant to make practical use of the phytoremediation
technique must necessarily have a considerable capacity
of metal uptake, accumulation and durability to reduce the
length of treatment. Metal hyperaccumulator plants have
been found in a wide range of families of vascular plants
(Reeves and Baker, 2000; Prasad and Freitas 2003), but the
Brassicaceae are well represented. However, most of the
known metal hyperaccumulating plant species are metal
selective, their growth rate is usually slow, they produce
relatively small amounts of biomass and most of them can

be used in their natural habitats only (Kamnev and van der
Lelie, 2000). Moreover, the application of hyperaccumulator
plants can be further limited because little is known about
their agronomic characteristics, pest management, breeding
potential and physiology, growing often in remote regions
and in certain cases, their habitat is threatened by mining,
development and others activities (Cunningham et al., 1995).
Therefore there appears to be a promising alternative in the
development of transgenic plants with improved properties
of metal uptake, accumulation and tolerance of toxicity.
Such metal accumulation and tolerance could be enhanced
by overexpressing natural or modified genes encoding
antioxidant enzymes or those that are involved in the
biosynthesis of glutathione and phytochelatins (figure 2).
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Figure 1. The approach of “green technology” for the clean up toxic
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Figure 2. The use of genetic engineering to breed plants with superior
phytoremediation potential (Modified after Karenlampi et al., 2000;
Prasad, 2004b).
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From the preceding discussion it is apparent that in order
to breed plants with superior phytoremediation potential, it
is necessary that these plants have a high rate of biomass
production and are sufficiently strong and competitive
in the climate they are to be used for phytoremediation
(Pilon-Smits and Pilon, 2002). Moreover, plants suitable for
phytoremediation should possess the ability to accumulate
the target metal in the above-ground parts, and to tolerate the
metal concentration that is to be accumulated (Karenlampi
et al., 2000). The overexpression of a gene encoding a
rate limiting gene product would be expected to lead to
a faster overall rate of the pathway and to more efficient
phytoremediation (Pilon-Smits and Pilon, 2002). However,
it must be considered that metals rarely occur alone in the
environment and an adaptive tolerance may be essential for
several metals simultaneously (Karenlampi et al., 2000).

Transgenic plants: Several researchers have already reported
encouraging results using plants bioengineered with
increased heavy metal tolerance and uptake of heavy metals
for the purpose of phytoremediation.

An increasing number of attempts have been made to
construct transgenic plants that are tolerant to the presence of
high concentrations of toxic metals and thus may be suitable
for phytoremediation (Berken et al., 2002; Rugh, 2004; Tong
etal., 2004; Eapen and D’Souza, 2005). The majority of these
novel plants have only been tested under limited laboratory
conditions and very few have been grown in the field. In this
section we will cover the general areas of plant metabolism
that have already been investigated and discuss just a small
number of the successes that have been obtained.

S-metabolism, glutathione and phytochelatins: Selenium
(Se) is essential as a micronutrient for humans and animals
but is toxic at medium to high concentrations. Se occurs
naturally in soils as selenate and selenite and often as a
pollutant, following the industrial use of coal. Se and sulphur
(S) have very similar chemical properties and their uptake
and assimilation as selenate and sulphate, to incorporation
in proteins as selenomethionine and methionine, proceed
through common pathways and are catalyzed by the same
enzymes. A research group lead by Norman Terry and
Elizabeth Pilon-Smits has considered the possibility of
overexpressing a range of genes encoding key enzymes in
sulphur metabolism, with the aim of obtaining selenium
tolerant plants.

Indian mustard (Brassica juncea) plants overexpressing
ATP sulphurylase were shown to have higher shoot Se
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concentrations and enhanced Se tolerance compared to
wild type when grown in the presence of selenate in either
hydroponic systems or soil (Pilon-Smits et al., 1999;
Van Huysen et al., 2004). Interestingly, young transgenic
plants that were overexpressing ATP sulphurylase, were
more tolerant than the wild type to As(IIl), As(V), Cd,
Cu, Hg, and Zn, but less tolerant to Mo and V (Wangeline
et al.,, 2004). Other transgenic Indian mustard plants
overexpressing cystathionine-y-synthase (CGS) showed
a higher Se volatilization rate, lower shoot Se levels, and
higher Se tolerance than wild type grown in either soil or
hydroponically (Van Huysen et al., 2003;2004).

Astragalus bisulcatus is a native plant that has the capac-
ity to grow on Se containing soils and accumulate Se to high
concentrations but it has a slow growth rate. It has been pro-
posed that in 4. bisulcatus selenocysteine methyltransferase
(SMT) specifically methylates selenocysteine (SeCys) to
produce the nonprotein amino acid methylselenocysteine
MetSeCys, which causes a reduction in the intracellular
concentrations of SeCys and selenomethionine (SeMet),
thus preventing their incorrect insertion into protein. Indian
mustard plants overexpressing the 4. bisulcatus SMT gene,
exhibited a greatly increased accumulation of MetSeCys and
tolerance to Se compounds, in particular selenite (LeDuc et
al., 2004).

Cd is a toxic element that normally occurs in low
concentrations in soils, however the concentration can be
significantly increased by activities such as zinc mining,
iron foundries and the use of sewage sludge as a fertilizer
in agriculture (Zhao et al., 2003). Cd may be detoxified
in plants by a family of sulphur rich peptides termed
phytochelatins (PCs) that are able to bind Cd and some
other heavy metals (Cobbett and Goldsbrough, 2002).
The peptides are structurally related to glutathione and
contain a varying number (normally 2-5) of glutamate and
cysteine, linked through the y-carboxyl group of glutamate.
Phytochelatin synthase (PCS) has been characterized as a
specific y-glutamyl cysteine dipeptidyl transpeptidase (EC
2.3.2.15) (Vatamaniuk et al., 2004), which carries out the
conversion of glutathione to PCs, and has been shown to be
activated by Cd.

Various attempts have been made to increase the
formation of PCs, by overexpressing genes encoding
enzymes that could stimulate the synthesis of cysteine and
glutathione. Cysteine synthase catalyses the last step in the
assimilation of sulphate into the amino acid. Transgenic
tobacco plants over-expressing cysteine synthase in the
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cytosol, had elevated concentrations of PCs, were more
tolerant to Cd, but did not accumulate the metal in the leaves
(Harada et al., 2001). In contrast, Dominguez-Solis et al.
(2004) overexpressed cysteine synthase in the cytosol of 4.
thaliana. One transgenic line was shown to be particularly
resistant to Cd and to accumulate high concentrations in
the leaves mainly in the trichomes. Transgenic tobacco
plants over-expressing cysteine synthase in either the
cytosol or chloroplasts were more tolerant to metals such
as Cd, Se and Ni. F, plants with expression in both the
cytosol and chloroplast exhibited a higher tolerance than
the other transgenic lines and accumulated Cd in the shoots
(Kawashima et al., 2004).

Indian mustard overexpressing the E. coli gshl gene
encoding y-glutamylcysteine synthetase (y-ECS) exhibited
increased tolerance to Cd and had higher concentrations
of PCs and y-GluCys, compared to the wild-type. When
tested in a hydroponic system, y-ECS plants grew better and
accumulated Cd in the shoots (Zhu et al., 1999b). Transgenic
Indian mustard containing the E. coli gshll gene encoding
glutathione synthetase (GS) accumulated significantly more
Cd than the wild type in the shoot and the plants showed
enhanced tolerance to Cd at both the seedling and mature-
plant stages (Zhu et al., 1999a). Zhu et al. (1999b) concluded
from the results obtained with the two types of transgenic
plants, that under normal conditions that y-ECS limits the
rate of glutathione and PC synthesis, but that in the presence
of Cd y-ECS is activated and that GS becomes rate limiting.
When grown in contaminated soil, the thiol-overproducing
transgenic y-ECS and GS Indian mustard plants showed
enhanced phytoextraction capacity, yet still produced the
same shoot biomass as the wild type. As a result, the total
shoot metal accumulation of the y-ECS and GS transgenics
were 1.5-fold higher for Cd, and 1.5- to 2-fold higher for
Zn. Furthermore, the y-ECS transgenics accumulated 2.4 to
3-fold more Cr, Cu, and Pb, relative to the wild type (Bennett
et al., 2003).

Following  the obtained  with

overexpressing the enzymes involved in cysteine and

positive  results
glutathione synthesis, it was expected that overexpressing
PCS would be even more successful, however this did
not prove to be the case for Cd toxicity. When PCS was
overexpressed in A. thaliana, the transgenic plants were
shown to be hypersensitive to Cd and Zn but not to Cu (Lee et
al.,2003b). In a similar series of experiments, overexpressing
PCS in A4. thaliana, Li et al. (2004) demonstrated that the
transgenic plants were highly resistant to arsenic (As),

accumulating 20-100 times more biomass on 250 and 300
uM arsenate, than the wild type. However again the PCS
plants were hypersensitive to Cd, despite the fact that they
contained 2-6 fold higher concentrations of PCs. However,
transgenic tobacco Nicotiana glauca expressing wheat PCS
showed a slight increase in tolerance to Cd (Gisbert et al.,
2003). These somewhat surprising results were discussed in
detail by Li et al. (2004) and they concluded that “much is
still to be learned about the processing of cadmium in Cd-PC
peptide complexes”.

Metallothioneins: Metallothioneins (MTs) are low molecular
mass cysteine rich proteins that were originally isolated as
Cu, Cd and Zn binding proteins in mammals. There is now
good evidence that four categories of these proteins occur
in plants, which are encoded by at least seven genes in 4.
thaliana (Cobbett and Goldsbrough, 2002). A wide range of
MT genes from various sources have been overexpressed
in plants, these include human (Misra and Gedamu, 1989),
mouse (Maiti et al., 1991; Pan et al., 1994), Chinese hamster
(Hattori et al., 1994) and yeast (Hasegawa et al., 1997,
Thomas et al., 2003). There was some variation in the range
of Cd tolerance obtained. Metal uptake and accumulation in
the shoots was not markedly altered, ranging from 70% less
to 30% more than the wild type controls.

When a pea (Pisum sativum) MT gene PsMTA was
expressed in A. thaliana, more Cu (several-fold in some
plants) accumulated in the roots of transformed than of
control plants (Evans et al., 1992). Similarly when a type
2 MT gene, tyMT, cloned from Cattail (Typha latifolia), a
wetland plant with constitutional tolerance, was introduced
into A. thaliana, the transgenic plant showed an increased
tolerance to both Cu?* and Cd?* (Zhang et al., 2004). The A.
thaliana metallothionein proteins AtMT2a and AtMT3 were
introduced as fluorescent protein-fused forms into the guard
cells of Vicia faba. The MTs protected guard cell chloroplasts
from degradation upon exposure to Cd, by reducing the
presence of reactive oxygen species. It was concluded that
the Cd stays bound to the MT in the cytoplasm and is not
sequestered into the vacuole, as occurs when Cd is detoxified
by PCs (Lee at al., 2004).

Transporters: There has been considerable interest in the
possibility of manipulating transporters within plants in
order to achieve different objectives, these include exclusion
of a toxic metal ion, transporting the metal into the apoplastic
space and transporting the metal into the vacuole where it
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would be less likely to exert a toxic effect (Tong et al., 2004).
In this article we will only cover a little of the extensive work
that has been carried out.

Lee et al. (2003a) transformed A. thaliana plants with
the E. coli gene, ZntA, which encodes a Pb(I11)/Cd(II)/Zn(II)
transporter. The ZntA-transgenic plants grew better than the
wild-type plant in Pb, Cd and Zn -containing medium. The
shoots of the transgenic plants exhibited decreased Pb and
Cd contents, whereas transgenic protoplasts showed lower
accumulation of Cd and faster release of pre-loaded Cd than
wild-type protoplasts. Lee et al. (2003a) proposed that the
ZntA-transgenic plants excluded the metal ions at the cellular
level by pumping them from the plasma membrane to the
extracellular space.

The overexpression of the AtHMA4 gene, which encodes
a A. thaliana P-1B-ATPase Zn and Cd transporter, improved
the growth of both primary and secondary roots in the pres-
ence of toxic concentrations of Zn, Cd and Co. A determina-
tion of metal content demonstrated that the overexpressing
lines, when exposed to toxic concentrations of Zn or Cd,
translocated these metals at a greater extent to the shoot,
compared to the control plants, an important criteria for
phytoremediation. In contrast, the metal level was found to
be rather similar in roots, indicating that the metal uptake by
the roots compensated for the increased metal translocation
to the shoot (Verret et al., 2004).

The vacuole is generally considered to be the main storage
site for metals in yeast and plant cells and there is evidence
that phytochelatin—metal complexes are pumped into the
vacuole. The best characterized of the known vacuolar
transporters and channels involved in metal tolerance is
YCF1 from Saccharomyces cerevisiae. YCF1 is a MgATP-
energized glutathione S-conjugate transporter responsible for
vacuolar sequestration of compounds after their S-conjugation
with glutathione. Song et al. (2003) overexpressed the YCF/
gene in A. thaliana and the YCF1 proteins were found to be
associated with the tonoplast and the plasma membrane. The
vacuoles of the YCF1-transgenic plants exhibited a fourfold
higher rate of glutathione-Cd uptake than those of wild-type
plants, indicating that expression of YCF'/ strongly increases
Cd transport activity The transgenic plants showed improved
resistance to both Cd and Pb and elevated metal content,
characteristics desirable for phytoremediation.

Other transporter proteins that could be of value include:
- the A. thaliana antiporter CAX2 (Hirschi et al., 2000),
LCT1, a nonspecific transporter for Ca?t, Cd**, Na" and K*
(Antosiewicz and Hennig, 2004), the Thlaspi caerulescens
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heavy metal ATPase, TcHMA4 (Papoyan and Kochian,
2004), a novel family of cysteine rich membrane proteins
that mediate Cd resistance in 4. thaliana (Song et al., 2004)
and AtMRP3, an ABC transporter (Bovet et al., 2005).

It can be seen from the above account of work that has
been already carried out, that there are a large number of
possibilities to improve the ability of plants to withstand the
stresses of high concentrations of toxic metals and also to
accumulate them. Additional work not mentioned includes
overexpressing genes encoding: - ACC deaminase (Grichko
et al.,, 2000), mercuric ion reductase (Che et al., 2003),
arsenate reductase (Dhankher et al., 2003), aldose/aldehyde
reductase (Hegediis et al., 2004) and enzymes of histidine
biosynthesis (Wycisk et al., 2004).

Clearly there may be some opportunity to combine some
of these genes in fast growing species, but more importantly
the plants need to be tested under carefully regulated
environmental conditions.

Natural hyperaccumulators: Natural metal hyperaccumula-
tors plants can accumulate and tolerate greater metal con-
centrations in shoots than those usually found in non-accu-
mulators, without visible symptoms. According to Baker and
Brooks (1989), the minimum threshold tissue concentrations
for Co, Cu, Cr, Pb or Ni hyperaccumulators should be 0.1%
dry weight, while for Zn or Mn the threshold is 1%. Over
400 hyperaccumulator plants have been reported and include
members of the Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae,
Cyperaceae, Cunouniaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae,
Lamiaceae, Poaceae, Violaceae, and Euphobiaceae. The
Brassicaceae is a very important group when heavy metal
accumulation is concerned, with several species being able
to hyperaccumulate more than one metal (Prasad and Freitas,
2003).

Pistia stratiotes was examined in the presence of several
distinct heavy metals separately, in order to determine the
ability of the plant to tolerate and accumulate the metals
tested and for eventual use for phytoremediation of waste
water or natural water bodies polluted with these heavy
metals (Odjegba and Fasidi, 2004). P. stratiotes exhibited
different patterns of response to Ag, Cd, Cr, Cu, Hg,
Ni, Pb and Zn, and although concentrations as high as 5
mM resulted in distinct levels of growth inhibition and
biomass production, all the elements accumulated at high
concentrations mainly in the root system. Furthermore, this
plant species exhibited the highest tolerance index to Zn and
the lowest to Hg (Odjegba and Fasidi, 2004).



PHYTOREMEDIATION: GREEN TECHNOLOGY FOR THE CLEAN UP OF TOXIC METALS IN THE ENVIRONMENT

Spartina plants have been shown to be 3-fold more tolerant
to Hg than tobacco plants, due to an ability to absorb organic
Hg and transform it into an inorganic form (Hg", Hg?"). The
inorganic Hg then accumulates in the underground parts of
the plants and is transferred back to the soil by diffusion
and permeation, indicating that this species may be used
in the phytoremediation of a Hg polluted environment
(Tian et al., 2004). According to Bennicelli et al. (2004),
the water hyperaccumulator fern Azolla caroliniana Willd.
(Azollaceae) has the capacity to purify waters polluted by Hg
and Cr by accumulation of these heavy metals in its tissues.

Helianthus annuus has been shown to concentrate Pb in
the leaf and stem indicating that it has the prerequisites of a
hyperaccumulator plant that could be used in the restoration
of abandoned mines and factories sites contaminated with
elevated Pb levels in the soil (Boonyapookana et al., 2005).
In an almost similar manner, Hemidesmus indicus has also
been shown to be a Pb hyperaccumulating plant species, but
the heavy metal was mainly accumulated in roots and shoots
(Chandra et al., 2005), exhibiting a high potential for use in
the phytoremediation of industrial areas contaminated with
this metal. The hyperaccumulator Sesbania drummondii
is a plant species that has been shown to predominantly
accumulate Pb as lead acetate in roots and leaves, although
lead sulfate and sulfide have also been detected in leaves,
whereas lead sulfide was detected in root samples (Sharma
et al., 2004). These results have indicated that S. drummondii
is able to biotransform lead nitrate in the nutrient solution to
lead acetate and sulfate in its tissues and the complexation
with acetate and sulfate may be a lead detoxification strategy
in this plant species (Sharma et al., 2004).

Studies related to As accumulation in Lemna gibba have
demonstrated that this plant species can be a preliminary
bioindicator for As transfer from substrate to plants,
indicating its use to monitor the transfer of arsenic from
lower to higher trophic levels in abandoned mine sites
(Mkandawire and Dudel, 2005). Moreover, L. gibba can be
used for As phytoremediation of mine tailing waters because
of its high accumulation capacity (Mkandawire and Dudel,
2005). Pteris vittata can hyperaccumulate As from naturally
contaminated soils, but may be suitable for phytoremediation
only in the moderately contaminated soils (Caille et al.,
2004). In addition to P. vittata, P. cretica, P. longifolia and
P. umbrosa are also able to hyperaccumulate As to a similar
extent (Zhao et al., 2002).

Broadhurst et al. (2004) have development commer-
cially viable phytoremediation/phytomining technologies

employing Alyssum Ni-hyperaccumulator species, where
the majority of Ni is stored either in the leaf epidermal cell
vacuoles, or in the basal portions of the numerous stellate
trichomes. The metal concentration in the trichome basal
compartment was the highest ever reported for healthy
vascular plant tissue, approximately 15-20% dry weight
(Broadhurst et al., 2004).

Solanum nigrum and Conyza canadensis have not only
been shown to accumulate high concentration of Cd, but also
to be tolerant to the combined action of Cd, Pb, Cuand Zn (Wei
et al., 2004). The hyperaccumulator Thlaspi caerulescens J.
& C. Presl. has a high Cd-accumulating capability, acquiring
Cd from the same soil pools as non-accumulating species, by
very efficient mechanisms (Schwartz et al., 2003). Thus, T.
caerulescens may be used as a tool to efficiently reduce the
availability of Cd in soils, providing appropriate populations
are used (Schwartz et al., 2003). Moreover, Arabis gemmifera
is a hyperaccumulator of Cd and Zn, with phytoextraction
capacities almost equal to Thlaspi caerulescens (Kubota and
Takenaka, 2003) and plants of the mined ecotype of Sedum
alfredii Hance have a greater ability to tolerate, transport, and
accumulate Cd, when compared to the non-mined ecotype
(Xiong et al., 2004).

Al hyperaccumulators have also been described and can
include mainly woody, perennial taxa from tropical regions.
These hyperaccumulator plants can take up aluminum in
their aboveground tissues in quantities above 1000 ppm 0.1
% dry weight, exceeding those present in the soil or in the
nonaccumulating plant species growing nearby (Jansen et al.,
2002). These hyperaccumulators are particularly common in
basal branches of fairly advanced groups such as rosids
(Myrtales, Malpighiales, Oxalidales) and asterids (Cornales,
Ericales, Gentianales, Aquifoliales) and in 27 other families,
Al hyperaccumulation is restricted to subfamilies, tribes, or
genera (Jansen et al., 2002).

In the case of Se and Mn, Stanleya pinnata is a potentially
useful species for phytoremediation due to its broad
adaptation to semi-arid western U. S. soils and environments,
and its uptake, metabolism and volatilization of Se (Parker
et al., 2003), whereas an Australian native hyperaccumulator
of Mn, Austromyrtus bidwillii (Benth.) Burrett (Myrtaceae)
has been identified (Bidwell et al., 2002). Phytolacca
acinosa Roxb. (Phytolaccaceae) is a Mn hyperaccumulator
species which grows rapidly, has substantial biomass, wide
distribution and a broad ecological amplitude, demonstrating
its potential for use in the phytoremediation of Mn-
contaminated soils (Xue et al., 2004).
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Understanding the mechanisms of rhizosphere interaction,
uptake, transport and sequestration of metals in hyperaccu-
mulator plants will lead to designing novel transgenic plants
with improved remediation traits (Eapen and Souza, 2005).
Moreover, the selection and testing of multiple hyperaccu-
mulator plants could enhance the rate of phytoremediation,
making this process a successful one for bioremediation of en-
vironmental contamination (Suresh and Ravishankar, 2004).

Advantages and limitations of phytoremediation: Several
processes can limit the performance of plants in phytore-
mediation, such as the availability of the toxic metal ions in
the soil for uptake by plant roots, the rate of uptake of the
contaminants by plant roots, their translocation from roots
to shoots and the extent of tolerance, or the rate of chemical
transformation into less toxic, possibly volatile compounds
(Prasad, 2003) (Table 2).

Although the use of transgenic plants as phytoremediators
is showing increasing potential for soils contaminated with
toxic metals, possible risks should be considered, including
the uncontrolled spread of the transgenic plants due to
interbreeding with populations of wild relatives. Moreover,
the transformation of metals into forms more bioavailable
could increase the exposure of wildlife and humans to
metals. However, the risk of metal accumulation in plant

Table 2. Advantages and limitations of some of the sub-processes o

RATAO et al.

shoots that can be ingested by the wildlife, can be minimized
by the reduction of the growth period and thus exposure of
the transgenic plants. Furthermore, it is important that in the
case of harvesting crop plants normally used to feed livestock
and humans, the translocation of the toxic elements to the
seeds is avoided at all costs.

Full utilization of plant resources after they have been
used for phytoremediation is an unsolved problem. Therefore
the testing of the plants used in phytoremediation is necessary
and may support their continuous use in contaminated
soils. For instance, Elsholtzia argyi flowers are used as
fragrances and antiseptics due to the perfume ingredient and
antibacterial components existing in their essential oils, and
the analysis of these plants in Pb/Zn mined area, where they
normally occur revealed that they can be safely exploited
(Peng and Yang, 2005).

While phytoremediation processes hold a great
promise as a way to remediate contaminated soils, there
are disadvantages and limitations that must be carefully
considered.

CONCLUDING REMARKS AND OUTLOOK

It is evident that phytoremediation has benefits to
restore balance to a stressed environment, but it is important
to proceed with caution. The study and use of genetic

f phytoremediation (Prasad 2004b).

Advantage

Limitation

Phytoextraction

The plant must be able to produce abundant biomass in short
time. E.g. in green house experiments, gold was harvested from
plants (Anderson et al., 1998).

Metal hyperaccumulators are generally slow-growing and bio-
productivity is rather small and shallow root systems. Phytomass after
process must be disposed off properly.

Phytostabilization

It circumvents the removal of soil, low cost and is less disruptive
and enhances ecosystem restoration/re-vegetation.

Often require extensive fertilization or soil modification using
amendments, long-term maintenance is needed to prevent leaching.

Phytov.

olatilization

Contaminant/Pollutant will be transformed in to less-toxic forms.
E.g. elemental mercury and dimethyl selenite gas. Atmospheric
processes such as photochemical degradation for rapid
decontamination/transformation.

The contaminant or a hazardous metabolite might accumulate in
vegetation and be passed on in later products such as fruit or lumber.
Low levels of metabolites have been found in plant tissue.

Phytofiltration/rhizofiltration

It can be either in situ (floating rafts on ponds) or ex situ (an
engineered tank system); terrestrial or aquatic.

pH of the medium to be monitored continually for optimizing uptake
of metals; chemical speciation and interactions of all species in the
influent need be understood; functions like a bioreactor and intensive
maintenance is needed.
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modifications must be performed in order to determine the
true costs and benefits of this technology to the ecosystem
as a whole, before is to be applied to a larger scale. Progress
in the field of molecular genetics, will allow the analysis
of metal hyperaccumulator plants and should provide
new insights into metabolic detoxification processes and
identify tolerance genes, thus providing considerable more
information about the genomes of these model organisms.

Advances in other methods involving analysis of
“omics” technologies could further reveal the non-targeted
identification of all gene products in a specific biological
sample, which could be followed by a refined analysis of
quantitative dynamics in biological systems. The genomics
can accelerate the discovery of genes that confer key traits,
allowing their modification. In addition, metabolomics
can provide biochemical and physiological knowledge
about network organization in plants subject to toxic metal
stress, providing a much more details understanding of the
molecular basis of hyper-accumulation.

Approaches allowing recombination hotspots to be
highlighted will further aid plant breeding efforts. Many
signalling pathways and proteins can contribute to the
cellular stress response, and the identification of the key
ones within the stress response network is essential. The
development of DNA and RNA microarray chip technologies
in systematic genome mapping, sequencing, functioning and
experimentation may allow the identification and genotyping
of mutations and polymorphisms, allowing better insight into
structure-function interaction of genome complexity under
toxic metal stress. Moreover, Mitogen-Activated Protein
Kinase (MAPK) pathways are activated in response to metal
stress, which encourages new strategies for improving plant
tolerance to heavy metals and phytoremediation.

Molecular genetics approaches such as insertion
mutagenesis involving populations of T-DNA, can be used to
identify genes involved in hyper-accumulation or transposon
tagged plants screened to identify mutants impaired in the
ability to accumulate metals (Pollard et al., 2002). Recently,
considerable progress has been made in identifying plant
genes encoding metal ion transporters with important
functions in cation transport and homeostasis (Papoyan
and Kochian, 2004; Weber et al., 2004). Modern molecular
techniques, bioinformatics and computational techniques
are effective tools for detailed structure-function genome
analysis. It is clear that both fundamental and applied
research must be carried out in association, since the lack of
the basic understanding will make it difficult to exploit many

of the recent advances in plant molecular biology.

Phytoremediation technology is still in its early
development stages and full scale applications are still
limited. The results already obtained have indicated that
the plants are effective and could be used in toxic metal
remediation. Although it appears to be common sense
among scientists, engineers, and regulators about the more
widespread future use of this technique, it is important that
public awareness about this technology is considered and
clear and precise information is made available to the general
public to enhance its acceptability as a global sustainable
technology to be widely used.

As this article was being completed, we were made aware
of a review by Pilon-Smits (2005) that had become available
and we recommend it to those with a serious interest in

phytoremediation.
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The response of Crotalaria juncea seedlings to Nickel (Ni) was investigated. Ni was shown to
accumulate in the root system, but not in the shoots. Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) and glutathione
reductase (GR, EC 1.6.4.2) responses to Ni were similar. Increases in CAT and GR activities in the
shoots suggests that these enzymes. play a role in the detoxification process, possibly by scavenging
the reactive oxygen species (ROS) produced by the induced Ni stress. It was also evident an
increase in lipid peroxidation in the shoots during the period studied. Ni did not cause any changes
in the accumulation of total free amino acids content.

Key words: amino acids, antioxidant enzymes, heavy metals, nickel, reactive oxygen species.

Resposta de Crotalaria juncea & exposiciio a0 Niquel: A resposta de plantulas de Crotalaria
Juncea ao niquel (Ni) foram investigadas. O Ni acumulou no sistema radicular, mas ndo nas partes
aéreas. As respostas da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e da glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2) ao Ni
foram similares. O aumento da atividade dessas enzimas na parte aérea das plantulas de C. juncea
sugere que estas enzimas tem. um- papel na destoxificacdo. de espécies ativas de oxigénio (ROS)
produzidas pelo estresse induzido por Ni. Foi também evidente o aumento na peroxidaggo lipidica
na parte aérea durante o tratamento. O-Ni ndo alterou o padrdo de aciimulo de aminoacidos livres.

Palavras-chave: aminodcidos, enzimas antioxidantes, espécies reativas de oxigénio, metais

pesados, niquel.
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INTRODUCTION

In the majority of natural environments the concentration of heavy metals in the soil is low
and does not normally cause any significant phytotoxic effects (Gratao et al., 2005). The increasing.
contamination and subsequent accumulation of heavy metals in the soil due to human activities such
as mining, fertilizers and sewage waste (Dudka and Miller, 1999), may have serious consequences
for agriculture since the concentration of heavy metals may reach high levels in the soil and become
a limiting factor for normal plant growth (Vogeli-Lange and Wagner, 1996).

The effect of heavy metals such as mercury (Hg), lead (Pb), cadmium (Cd) and the semi-
metal arsenic (As) are recognized as health hazardous due to their severe damaging effect to the
environment (Berghund et al., 1984). Moreover, the presence of some metals, like copper (Cu), zinc
(Zn) and Cd in soils are becoming a serious worldwide problem as a. consequence of industrial
activity, since the accumulation of these metals is able to cause significant réducﬁon in crop yields
(Wang et al,, 2003). For example, the substitution of Mg*" in chlorophyll in vive by Cu has a
damaging effect leading to the inhibition of photosynthesis (Kiipper et al., 2003). Selenium (Se) is
chemically related to Sulthur (S) with the affinity of enzymes involved in $ metabolism being

similar for Se and'S, thus Se at high concentrations may become toxic due to its incorporation into

complex (Surai, 2002).

Nickel (Ni). has perhaps one essential role in. plants, which is to. form. the active
metallocenter. of hexameric enzyme urease (EC 3.5.1.5.) (Gerendas et al., 1999). This enzyme is
mainly found in plant seeds, with two Ni-ions being linked to each urease subunit (Gerendas et al.,
1999). Ni is not toxic at low concentrations, howéver,_ it becomes toxic at high concentrations

(Poulik, 1997). Ni pollution in soils and waterways occurs mainly as a result of effluents from



, smelting and electroplating industries and from sewage sludge and compost (Barcan and'

Kovnatsky, 1998).

Ni is rapidly taken up by the plant root system and research with different plant species has
shown that Ni is able to inhibit a large number of plant enzymes such as those of the Calvin cycle
and chlorophyll biosynthesis (van Assche and Clijsters, 1990). Ni is also able to inhibit those
erzymes related nitrogen metabolism (Boussama et al., 1999a, 1999b), and. sulphate assimilation
(Lee and Leustek, 1999). Recent reports on the effects of Ni in the photosynthetic assimilation of
CO; have indicated that the enzymes of the Calvin cycle and RUBISCO are particularly sensitive to
Ni (van Asscher and Clisters, 1990).

The exposure to heavy metals and other adverse environmental factors can disrupt the
cellular homeostasis and enhance the production of several activated oxygen species, designated as
reactive oxygen species (ROS), such as superoxide (O;"), hydroxyl radicals ('OH), oxygen singlet
(0,") and hydrogen peroxide (H202), that are continuously produced. in the plant metabolism (Foyer
and Noctor, 2003). ROS are involved in lipid peroxidation, cause DNA breakage, inactivate
enzymes and lead to chlorophyll breakdown (Somashekaraiah et al, 1992; Stroinski and
Kozlowska, 1999).

Plants possess very efficient enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense systems that

allow the scavenging of ROS and protection of plant cells from oxidative damage (Gratfio et al.,
2005). Due to the different cell metabolic processes that naturally produce ROS, including
photosynthesis, photorespiration, fatty acid oxidation. and. senescence, plants have developed a.
series of detoxification reactions, which are located. in distinct cell organelles where the activity of
enzymes involved. in the dismutation of ROS such as. catalase (CAT), glutathione. reductase (GR)
and superoxide dismutase (SOD), take place (Gratio et al., 2005).

HyO; can be directly metabolized by peroxidases, particularly those from the cell wall and
by CAT in the peroxissome (Azevedo et al, 1998; Polidoros and Scandalios, 1999). In the

chloroplast, O;" is converted by SOD into H>O,, which is then detoxified to H>O and O, by the
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glutathione-ascorbate cycle, which involves the action of several enzymes, including GR (Foyer et
al., 2003).

Several studies have been carried out with plants to evaluate the effect of heavy metals on.
the activity of antioxidant enzymes such.as SOD, CAT and GR (Gratip et al., 2005). For instance,
Cd has been shown to induce significant changes in enzyme- activities, particularly a dramatic effect
on GR activity (Vitéria et al., 2001;. Pereira et al., 2002), suggesting that Cd-induced- ROS are
metabolized probably via the glutathione-ascorbate cycle. Although more limited information is
available for Ni when compared to Cd, the reports presented some contradictions. For instance, in

maize Ni induced membrane lipid peroxidation and stimulated SOD activity (Baccouch et al.,
| 2001), however, inhibition of SOD activity was observed in roots of Betula pendula exposed to Ni
(Koricheva et al., 1997). In Agropyron repens plants tolerant to Ni the activity of CAT was shown
to be markedly high (Brej, 1998). Ni did not significantly affect GR activity in Betula pendula
(Koricheva et al., 1997) and maize roots exposed to this metal (Baccouch et al., 2001). However,
plants of the genus Alyssum exhibited an elevated GR activity in response to Ni treatment
(Schickler and. Caspi, 1999). In general, the antioxidative enzyme responses have been shown to
vary according to the species, tissue analyzed, concentration and exposure time of the metals

(Hegedus et al., 2001). Moreover, a group of plants designated as hyperaccumulators can grow in

The present study has been carried out to examine the effects of Ni on the activity of
antioxidant enzymes in the legume plant species C. juncea which. is used. as a compost (green.
fertilizer).

MATERIAL AND METHODS
Plant material: Seeds of C. juncea kindly donated by the Production Seed Bank located in Tupi
Paulista, SP; were germinated on moistened germinating paper in a growth chamber under

controlled environmental conditions (60-80% relative humidity, 27-30°C temperature and a 16/8 h
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photoperiod at 350 pmol m™ s irradiance for 7 d. At the end of ‘this period, seedlings of-
approximately the same size were selected and transferred to 1.7 L pots containing Hoagland's
nutrient solution (Hoagland and Amon, 1953) and maintained in a hydroponic system. in a.
glasshouse (16/8 h photoperiod at 25-32°C). After an extra 7 d growth period under these
conditions, the Hoagland solution was replaced with a new solution containing different NiCl»
concentrations (0 mmol.L™, 0.05 mmol.L™ and 0.5 mmol.L™). After periods of 12, 24, 48, 72 and
96 h of growth in the presence of Ni, seedlings were collected, washed in distilled-deionized water
and stored frozen at -80°C for further analysis.

The experiment's design was the randomized complete block with treatments arranged. as
individual pots, with ten plants per plot, each replicated 3 times. Data. were analyzed with
appropriate statistical analyses (test for polynomial regression for dosage effect). The data was
transformed according to appropriate equations, with the objective of stabilizing the variances and

to better show the differences among treatments.

Total Free Amino Acid: The total free amino acid content of shoots and roots was determined as

described by Azevedo et al. (2003).

Metal Analysis: Quantitative analytical methodology was carried out for root and shoot. samples
from seedlings of €. juncea exposed to & mmol.L™' and 0.5 mmolL™! NiCl, using the energy
disperse X-Ray fluorescence with the-radioisotopic excitation technique at the Center for Nuclear

Energy in Agriculture, CENA/USP and analyzed as describe by Nascimento Fitho (1999).

Enzyme Extraction: Enzyme extractions from roots and shoots of C. juncea seedlings were carried
out at 4°C. Frozen plant tissues were ground to a fine powder in liquid. nitrogen in a pestle and.
mortar and extracted at a ratio 1:3 (w/v) fresh weight to extraction buffer [100. mmol.L"! potassium.
phosphate buffer (pH 7.5).containing 1 mmol.L™ ethylenediaminetetraacetate (EDTA), 3 mmoL.L™
dithiothreitol (DTT) and 4% (w/v) insoluble polyvinypoly pyrrolidone (PVPP)]. The homogenate
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was centrifuged in 10,000 g, for 30 min at 4°C, to remove cell debris. The supernatant was kept

stored in separate aliquots at -80°C to be used for CAT and GR analyses.

Protein determination: The protein concentration for all samples was determined by the method of

Bradford (1976) using bovine serum atbumin as a standard.

Enzyme assays: CAT activity was determined in a spectrophotometer as described by Azevedo etal.
(1998). The assay was carried out at 25°C in a reaction mixture containing 1 mL of 100 mmol.L™*
potassium phosphate buffer (pH 7.5) with 25 uL. H>O, (30% solution). The reaction was initiated by.
the addition of 25 pL plant enzyme sample and the activity determined by monitoring the
degradation of H,O; at 240 nm for a period of 1 min at 1 s intervals. CAT activity was expressed in
pmol.min"'.mg™ prot.

GR activity was determined in a spectrophotometer as described by Azevedo et al. (1998).
Enzyme activity was measured at 30°C in a reaction mixture consisting of 1 mL 100 mmol.L
potassium phosphate buffer (pH 7.5) containing 1 mmol.L™' 5,5’-dithio-bis 2-nitrobenzoic acid
(DINB), 1 mmolL" oxidized glutathione (GSSG) and 0.1 mmol.L.”" nicotinamide-adenine
dinucleotide phosphate (NADPH). The reaction was initiated by the addition of 50-uL plant enzyme
sample to the assay mixture. The rate of reduction GSSG was followed by monitoring the
increasing absorbance at 412 nm for 1 min at I s intervals. GR activity was expressed in pmol.min’

' mg™ prot.

Ligid. peroxidation: Lipid- peroxidation. in. C. juncea shoots was determined- by estimating the -
malondialdehyde (MDA) content. following the. method. of Heath and. Packer. (1968)- slightly.
modified. Fresh material (0.3 g) was macerated in 1.3 mL of 0.1% trichloroacetic acid (TCA). The
homogenate was centrifuged at 10,000 g, for 5 min. For every 0.5 mL of supernatant, 2 mL of a
20% TCA solution containing 0.5% thiobarbituric acid (TBA) was added. The mixture was heated

at 95°C for 30 min and then cooled quickly on ice bath. The resulting mixture was centrifuged at
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10,000 g, for 1 min and the absorbance was measured at 535 and 600 nm. Measurements were
corrected for unspecific turbidity by subtracting the absorbance at 600 nm. The concentration of

MDA was calculated using an extinction coefficient of 155 mM™' cm™.

RESULTS AND DISCUSSION

The increased contamination and subsequent. accumulation of heavy metals in the soil may
bave serious consequences. for agriculture, since the concentration of heavy metals can reach high
levels in the soil and become a limiting factor for normal plant growth (Jarup, 2003). Some metals
can reduce crop yields and adversely affect soil biomass and fertility. These problems are
exacerbated because heavy metals are strongly retained in the soil, with little leaching and may
remain in the soil for thousands. of years {Selim and Kingery, 2003). The effect of heavy metals in
plants has been investigated in some detail considering several aspects of the cellular metabolism,
such as chlorophyll biosynthesis (van Assche and Clijsters, 1990), nitrogen metabolism (Boussama
et al., 1999a,b; Kumar and Dubey, 1999), antioxidant responses (Pereira et al., 2002) and sulphate
assimilation (Lee and Leustek, 1999). However,; studies related to the effect of Ni in C. juncea are

still unknown.

Ni accumulation: Using X-ray absorption spectroscopy we have determined the accumulation of Ni_
was verified that Ni entered the roots. vary rapidly with approximately 100% of the Ni being taken
up within the first 24 h of growth in the presence of the metal, however, little was translocated to_
the upper parts of the plants. In an earlier report, the total concentration. of Ni. in Trigonelia
corniculata tissues increased. consistently with. increasing Ni. concentrations. applied. to the roots,
with the metal accumulating in much higher -amounts when compared to the shoots (Parida et al.,
2003). Similar behavior has also been reported for the heavy metal Cd, which can also rapidly and
mainly accumulate in the roots, with little being translocated to the other parts of the plants (Vitéria

et al., 2001). Such a result has also been reported for C. juncea (Pereira et al., 2002). Furthermore,
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among the several distinct proposed mechanisms for heavy metal tolerance, in the case of Alyssum
bertolonii hairy roots, the tolerance to Ni appears to be refated to the ability to withstand the effects
of plasma membrane depolarisation (Boominathan and. Doran, 2003). In addition, Prasad and
Freitas (2000) have stated that different parts of plants have different adsorption abilities due to
localization of specific ligands that have affinity to bind to a particular metal. Wang et al. (2003)
studying rice plants which were grown to maturity in paddy soils contaminated with heavy metals
observed that the metals could be translocated-to the rice grain, with the total metal content being

highly concentrated in the rice biomasz, which does not appears to be the case of Ni in C. juncea.

Ni effect on antioxidative enzymes: Previous studies have stated that Ni cannot generate ROS
directly, however, this metal could indirectly trigger oxidative stress by reactivation of proteins,
including antioxidant enzymes (Boominathan and Doran, 2002). Biochemical analyses of CAT and.
GR enzymes were carried out in roots and shoots of C. juncea exposed to different NiCly
concentrations (0 mmolL™, 0.05 mmolL" and 0.5 mmol.L™") to explore the possibility of the
induction of these enzymes by Ni, which may eventually be involved in the metal tolerance
mechanism in this plant species.

CAT activity in the roots was significantly affected by time of exposure and NiCh

varied significantly with the time length of the treatment, adjusting to a. quadratic regression.
(prob>F=0.04, R?‘fl.). These results are in agreement with Phaseolus vulgaris, which were grown
in the éres_ence of Cd, leading to a.decline in CAT activity (Somashekaraiah et al., 1992). The lack
of any major significant alteration in CAT activity in the roots of C. juncea following treatment
with NiCl, is simﬁar to the results reported for the roots of this plant species when treated with

CdCl, (Pereira et al., 2002).



The major function of CAT in leaves is to metabolize the H;O; liberated in the peroxisomes
during photorespiration following the conversion of glycollate to glyoxylate (Azevedo et al., 1998).
Another class of CAT is located in vascular tissues and may be also involved in the protection
against environmental stress (Willekens et al., 1995). The results showed. that CAT activity in.
shoots (figure 2B) was significantly affected by both, time of exposure and NiCl, concentration
(prob.>F=0.0002 and prob.>F=0.0293, respectively). A significant interaction between. time of
exposure and NiCl, concentration effect was verified: (prob.>F=0.007). Furthermore, for the 0.05
mmoL™ NiCl, concentration, significant alterations were observed fitting a cubic regression
(prob>F=0.010, R’=0.99), whereas for 0.5 mmoL~' NiCl; a quadratic regression (R’=0.82;
prob.>F=0.007) was verified:

The response of CAT activity to Al has also been shown to be dependent on the plant
species and tissues analyzed (Cakmak and Horst, 1991). For instance, in soybean seedlings CAT
activity was shown to be decreased in response to Al applied stress (Cakmak and Horst, 1991). In
another study, the activity of CAT in young wheat leaves was impaired by an increase in Cr supply
{Milone et al., 2003). Similar results in maize showed. that there was an evident increase in CAT
activity in response to Ni treatment (Baccouch et al., 2001). The increase in CAT activity in shoots
of seedlings of C. juncea support the hypothesis that Ni may induce the production of H,O» in the
peroxisome, which is then metabolized by CAT..

GR can be located in the chloroplasts, cytoplasm and mitochondria of higher plants and is
involved in the breakdown of H>O, via the ascorbate-glutathione cycle (Azevedo et. al.,, 1998). In.
this work, the activity of GR was determined in roots and shoots of C. juncea seedlings treated with
NiCl,. Similarly to CAT, changes in GR activity were observed.in response to the Ni induced. stress
in C. juncea seedlings (figure 3), particularly in.the shoots. In.roots, GR activity is drastically
reduced in the control plants during the first 12.h of growth (figure 3A). A significant effect for
both, time of exposure and NiCl, concentration {prob.>F=0.01, and prob.>F=0.0004, respectively),
as well a significant interaction between these factors (prob.>F=0.002) have been observed.

Furthermore, GR activity in the 0.05 mmolL™ NiCl, treatment was shown to be significantly
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decreased with the statistical data adjusting to a quadratic regression (prob.>F=0.0025, R*=1.00). In,
the 0.5 mmol.L™ NiCl, concentration, seedlings were significantly affected by the concentration of
NiCl, with the data adjusting to a linear regression (prob.>F=0.00002, R>=0.88). The results suggest.
the Ni concentrations tested may have had an inhibitory effect on GR activity. Ali et al. (2002) have
reported similar results, showing significant decrease in GR activity in response to mercury (Hg)
stress, particularly in the roots. These results may be explained by the competition of these metals
with other divalent cations such as Fe.and Zn, which have a role in the synthesis of GR.(van Assche.
and Clijsters, 1990). Furthermore, the reduction in GR activity in combination to the increased CAT
activity may suggest that the latter enzyme may have a more important role in the detoxification
mechanism in C. juncea roots.

GR activity in the shoots were only affected by the time of treatment with significant
alterations being detected (prob>F=0.029), but was not significantly affected by NiCl
concentration (prob.>F=0.63). A different pattern was observed in Alyssum exposed to Ni, since GR.
activity was shown to increase in the Ni treatment when compared. to the control, suggesting that
GR activity can be involved in the Ni tolerance mechanism (Schickler and-. Caspi, 1999). Similar.
increases in GR activity were also observed. in Phaseolus vulgaris grown in the presence of Cu,
which maintained the redox status of the ascorbate and glutathione pools (Chaoui et al., 1997). In C.
Juncea plants submitted to Cd exposure, the activity of GR was increased by 6-fold in the leaves
when compared to the untreated control (Pereira et al., 2002). Such an increase in GR activity
suggests that GR is playing a role in the detoxification of Ni-induced ROS possibly via the
glntathione-ascorbate cycle.

The majority of the studies determining the response of GR to metal exposure have shown
that GR activity increases as part of the defense against the metal-induced. stress, an. alteration.
which has often been metal dose dependent and. variable over time (Gratdo et al., 2005). GSH. is
considered essential in plant cells, although some plants contain tripeptide homologs of GSH; in

which the carboxy terminal glycine is replaced by other amino acids, such as homoglutathione (-

glutamylcysteinylalanine), hydroxymethyiglutathione (y-ghutamylcysteinylserine), that may partly
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or totally replace GSH (Creissen. et al, 1994). Another GSH homologue, 7v-
glutamylcysteinylglutamate, was discovered in maize seedlings exposed to Cd (Prasad, 1997). The
oxidized forms of GSH homologues can be reduced by yeast glutathione reductase (GR), suggesting.
similar physiological and biochemical roles to the more widespread GSH-(Noctor and Foyer, 1998).
Such a result suggests that this enzyme is responding to metal stress by maintaining ghutathione in
the reduced form prior to incorporation into phytochelatins (PCs), and/or via the activation of the
ascorbate-glutathione cycle for the removal of H>O, (Gratéio et al., 2005). This information appears
to be also valid to CAT and other antioxidant enzymes, since the responses vary according to the

metal, plant species, concentration of the metal and even plant tissues.

Ni effect on free amino acids: The effect of Ni on the pool of total free amino acids was recently
investigated. in Alyssum (Briat and. Lebrun, 1999). The results showed. that amino acids an their
derivatives also play an important role in plant metal homeostasis and when these systems are
overloaded, oxidative stress defense mechanisms are activated. For example, Cu exposure affected
water flux and ion transport in rice seedlings and an excess of Cu led to a large reduction in proline
content and malfunction of the Cu transport barrier in rice roots (Chen et al., 2004).

In order to better understand the biochemical responses of C. juncea to Ni, free amino acid'
analysis was carried out in roots and shoots of C. juncea seedlings. It was observed in roots that
NiCl; caused a decrease in the total free amino acids content, but only after 96 h of treatment,
whereas the control varied little (Table 1). In shoots, the total free amino acid pool was relatively
constant in the Ni treatment, although slightly lower when compared. to the control up to 48 h of
treatment, but with a significant increase after. 96 h of treatment (Table 1). Based on these results, it
is difficult to establish a direct effect of NiCl; on the free amino acid pool, at least in C. juncea and
under the conditions of this research. Consequently, it appears that amino acids are not directly
related to a metal-specific tolerance response to Ni in C. juncea, even though Ni accumulation of all
free amino acids in roots of soybean seedlings grown in the presence of Ni have been demonstrated

previously (Shintinawt and Ansary, 2000).

59



Lipid peroxidation: Lipid peroxidation is associated with oxidative stress and contributes to the
breakdown of the functional and structural integrity of biological membranes, resulting in increases
in the permeability of the plasma membrane, which leads to leakage of K ions and other solutes,
amino acids oxidation and eventually may cause cell death (Gratdo et al., 2005). The ROS
production. can react with unsaturated. fatty acids to cause peroxidation.of essential lipids in the
membranes of intracellular organelles. Moreover, H>O» can accumulate in plant tissues where the.
antioxidants activities are suppressed (Scandalios, 1993). Malondialdehyde (MDA) is one of several
low molecular weight end products formed via decomposition of certain primary and secondary
lipid peroxidation products (Liu et al., 1997). Pandolfin et al. (1996) suggested that Ni induces lipid
peroxidation, degrading membrane lipids and causing conformational changes in membrane
proteins. In this work, lipid peroxidation was monitored by measuring the concentration of MDA in
shoots of control and 0.5 mmol.L™" NiCl, treated seedlings. The degree of lipid peroxidation varied
very little in shoots of control plants, however, a steady almost linear increase in MDA was
observed for the Ni treatment, clearly indicating a Ni-induced oxidative stress in C. juncea
seedlings shoots (figure 4). Such a result is in agreement with those obtained by Baccouch et al.
(2001) who showed that Ni oxidative disorder is part of the overall expression of Ni toxicity in
roots of maize with enhanced lipid peroxidation.

In this study, the growth of C. juncea roots was essentially very little affected by Ni (data
not shown), however, the physiological parameters analyzed to investigate oxidative stress
indicated. that ROS are being produced, leading to lipid. peroxidation. Although variation in CAT
and GR activities were observed, a.clear and defined trend was not defined, therefore, it is not
possible with. these results to suggest the main enzymatic system which. could. involved. in. the
dismutation of the ROS being.produced, but it appears that although Ni accumulation is occurring
mainly in the roots, its effect is being transmitted to the upper parts of the plants and H>O, is being
produced and likely of being dismutated by CAT. Furthermore, a more detailed study would be

necessary, which would necessary involve the investigation of other enzymatic systems and non-
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enzymatic systems. The only previous report for C. juncea in relation to heavy metal induced
oxidative stress was carried out with Cd, with a more clear response being obtained, indicating that
GR appears to be in the main line of antioxidative defense in this plant species when Cd induced

oxidative stress is concerned. (Pereira et al., 2002).
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Figure Legends

Figure 1. Ni accumulation (ppm) in C. juncea seedlings. Ni concentrations were determined in the
roots (A) and shoots (B) of seedlings grown over a 96 h period. Control zero NiCl, (W) and 0.5

mmol.L™ NiCl, (D0).

Figure 2. CAT specific activity (umol.min™.mg™ protein) in roots (A) and shoots (B) of C. juncea
seedlings grown for a 96 h period. Control zero NiCl, (M), 0.05 mmolLL" NiCl, (®) and 0.5

mmol.L™" NiCl, (0).
Figure 3. GR specific activity (umol.min”.mg” protein) in roots (A) and shoots (B) of C. juncea
seedlings grown over a 96 h period. Control zero NiCl, (W), 0.05 mmol.L"! NiCl, (@) and 0.5

mmol.L™ NiCh (0).

Figure 4. Malonaldialdehyde (MDA) concentrations (umol.g™ fresh weight) in shoots of seedlings
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Table 1. Total free amino acids concentration (umol.g™ fresh weight) in roots (A) and shoots (B) of
C. juncea seedlings grown over a 96 h period. Control zero NiCl, and 0.5 mmol.L”™ NiCl,.

NiCl,. Amino acid concentration
0h 12h 24h 48 h 9% h
0. 372.664 0 369.601 +0.890 357.350 356.202 0280 383.384
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+0.280 +1.200
0.5. 372.664 +0 432.899+0.280 330.934 338.974+0.580 191.960
+2.350 +0.120
NiCkL Amino acid concentration
0h 12h 24h 48 h 96 h
0 570214 £0 528.866 £0.165 533.406 588.591 +0.017 558.728
+0.020 +0.071
0.5 570214 0 458.422 £0.004 465313 457.657+0.003  591.653
+0.012 +0.160
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5.3-Analise da concentracdo de Ni nos tecidos vegetais das plantas

Na ultima década, tem aumentado muito o nimero de pesquisas e informacdes
referentes ao efeito dos metais pesados no meio ambiente, seja por parte dos cientistas ou
por grupos ecologicos (Gratéo et al., 2005).

No ambiente, as quantidades naturais de Ni sdo geralmente baixas (Malan &
Farrant, 1998). Porém, Gerendas et al.(1999b), ressaltam que o Ni € um elemento facilmente
absorvido e translocado para diferentes partes das plantas.

Portanto, neste estudo uma das maneiras utilizadas para aumentar a precisdo
dos resultados obtidos nos outros ensaios realizados, sobre o efeito da exposi¢do ao Ni sobre
o desenvolvimento das plantulas de C. juncea foi a técnica de Fluorescéncia de Raios X que
permitiu quantificar a concentracdo de NiCl, (0 mM e 0,5 mM), nos periodos de 12 h, 24h,
48h e 96 h ao longo das estruturas das plantulas de crotalaria (raizes e parte aérea).

E importante ressaltar que a andlise deste estudo foi realizada a partir de 12 h de
exposi¢cdo, uma vez que a partir deste horario foi possivel realizar a determinacdo do Ni
nestas plantulas.

Nos resultados obtidos nos ensaios do tratamento sem aplicacdo de Ni, observou-
se que a quantidade deste metal reduziu com o decorrer do tempo de tratamento nas raizes.
No entanto, com a aplicacdo da dose 0,5 mM de NiCl, pode-se verificar uma tendéncia
crescente da absorcéo do elemento Ni neste érgéo.

Entretanto, muitas pesquisas tém demonstrado que o Ni se relaciona com a
absorcéo de outros elementos minerais nas plantas, gerando efeitos sinérgicos e antagénicos,
podendo influenciar a absor¢cdo deste elemento em plantas (Pandolfin et al., 1996). Palacios
& Mataix (1999), por exemplo, observaram que em tomate o Ni*? inibe competitivamente a
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absorcdo de Fe*? e zn*2

Neste caso, a indisponibilidade de Fe nos tecidos inibe o
metabolismo desta planta. Assim, a presenca do Ni no tomate, além de reduzir a biomassa
dos frutos, tornou prejudicial o consumo dos mesmos.

Para obter mais informacdes sobre a influéncia do Ni nestas plantas, a partir
destas amostras, foram estudadas as variacbes nas intensidades de distribuicdo dos
elementos Fe e Zn associados a estas plantulas de crotalaria em raizes e na parte area em
funcéo dos tratamentos aplicados com o metal pesado.

Estes micronutrientes foram escolhidos para este estudo, uma vez que foi
relatado em pesquisa que um dos sintomas da toxicidade de metais pesados, particularmente
do Ni, é uma clorose caracteristica da deficiéncia do Fe (Pandolfin et al., 1996), e em alguns
trabalhos, como em Rubiaceas ap0s a aplicacdo do Ni, foram observadas alteragbes na
concentracdo de Zn nestas plantas (Boyd et al., 1999).

Nos resultados obtidos neste estudo, observou-se que o Ni exerceu influéncias
diferenciaveis na concentracéo e distribuicdo de Fe.

Nesta analise realizada para a parte aérea destas plantulas de C. juncea, foram
observadas baixas concentracbes de Fe nas plantulas controle, por outro lado foram
evidenciadas propor¢cdes menores deste elemento absorvido, com a aplicagdo da
concentracdo 0,5 mM de NiCl, nesta regido a partir de 24 h, sendo mantido o0 mesmo padréo
da distribuicio de Fe até 96 h (Figura 6). O Cd, de forma semelhante, interferiu na
disponibilidade de K*?, Mg*? e Fe*? em plantas (Shukla et al.,2003). Em pepino, analisou-se o
efeito da aplicacdo de Pb nesta planta e foi observado que este metal influenciou na absorcéo
de micronutrientes (An et al., 2004).

Em espinafre, apés aplicacdo de Selénio (Se), notou-se a alta concentracdo deste
elemento na biomassa desta planta como também que este metal inibiu a absorcdo de Fe
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(Hawrylak & Szymanska, 2004). De forma semelhante, o Cu também causou a deficiéncia de
Fe em plantas por inibicdo de sua translocacéo a parte aérea (Kintzion et al., 2003).

Em outra pesquisa, também realizada com pepino, foi constatada a baixa
absorcédo de Fe e Ca, influenciada pela presenca do Ni nesta planta (Varga et al., 1999).
Clarkson & Luttge.(1989), mostraram que em muitas espécies de plantas o Ni inibiu

+2

competitivamente a absorcéo de Ca™, Mg*?, Fe™ e Zn
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Em relacdo a influéncia do Ni no teor do Fe em raizes, verificou-se que houve
diferenca na distribuicdo deste micronutriente apds aplicacdo do metal e as plantas controle,
gue ndo receberam este metal. Deve-se ainda considerar que as 48 h do tratamento
constatou-se uma alteracdo no padrdo de distribuicdo de Fe nesta raizes (Figura 7). Em
plantas de espinafre apds aplicacdo de doses de Ni e Hg, fora constatadas maiores
concentracfes destes metais em suas raizes, entretanto foi verificado que estas plantas nédo
apresentaram reducdo em seu desenvolvimento (Chunilall et al., 2004). Em /ndian mustard,
observou-se que o Cd inibiu competivamente a absorcédo de Ca, Fe e K (Jiang et al., 2004).
Em rabanete, a absorcéo de Fe foi influenciada pela disponibilidade de Pb (Larbi et al., 2002).
Em Brassica juncea, também observou-se que o excesso de S, além de provocar efeitos de
toxidez nesta planta, inibiu a absorcdo de micronutrientes (Cui et al., 2003).

Neste estudo, comparando os tecidos de raizes e parte aérea em plantas de C.
Juncea, observou-se que os teores de Fe nas raizes foram maiores que os obtidos na parte
aérea apos a aplicacdo do Ni nesta planta. Aparentemente, o Ni interferiu na transporte de Fe
e inibiu o seu metabolismo nesta planta. Comportamento semelhante foi observado em
Trigonella corniculata; ap6s a aplicacdo de Ni nesta planta, foi constatada uma maior
concentracdo de Fe nas raizes quando comparado com a presenca deste elemento na parte

aérea (Parida et al., 2003).
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Figura 7. Quantidade de Ferro acumulado em raizes de plantulas de crotalaria em funcéo da aplicacédo de dose de Niquel.
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O Zn participa na estrutura e funcionamento de diferentes processo metabdlicos
em plantas (Panda & Sahu, 1999). Estes autores, constataram que em arroz, a auséncia
deste micronutriente ocasionou a reducdo no crescimento da planta e do conteudo de
clorofila.

Por este motivo, neste estudo também procurou-se verificar o efeito da
concentragdo de Zn com a aplicacéo do NiCl, nestas plantas.

Nesta analise observou-se as doses de Ni diminuiram a assimilacdo de Zn na
parte aérea, a partir do periodo de 24 h de tratamento, comparando-se com as plantulas
controle que nado receberam este metal (Figura 8). Entretanto, a partir de 48 h verificou-se na
parte aérea um restabelecimento da concentracdo de Zn quando comparado com plantulas
controle. Isso indicou a existéncia de inibicdo competitiva na absorcdo de Zn pelo Ni. Em
Brassica oleracea, foi constatada que absorcédo e translocacédo de Cu, Zn e Fe foram inibidas
pela presenca de Ni (Yang et al., 1996). Em Brassica napus, ap0s a aplicacdo de doses de Cu,
constatou-se o aumento da concentracdo deste metal pesado nas raizes desta planta. No
entanto, o Zn mostrou comportamento contrario, ou seja, foi observado aumento da
concentracdo deste micronutriente na parte aérea (Rossi et al., 2004). Por outro lado, em
milho, ao ser estudado o efeito do Ni sobre os micronutrientes Fe e Zn, verificou-se a inibicao
da absorcao destes elementos devido a presenca desse metal (Brkic et al., 2004), o que esta

de acordo com os resultados observados neste trabalho.
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Também, a quantificacdo de Zn nas raizes apresentou variacdes significativas
durante o periodo de tratamento com o Ni. No periodo de 12 h, observou-se um aumento da
concentragdo de Zn nesta parte da planta, seguido de uma variagdo de comportamento de
distribuicdo deste elemento na dose aplicada de 0,5 mM de NiCl, (Figura 9).

O que sugere que o Ni durante o tratamento, agiu na inibicdo competitiva da
absorcéo e transporte de Zn para parte aérea das plantas de C. juncea.

Comportamento semelhante foi constatado em Cagjanus cajan, em que foi
verificado um acréscimo na concentracdo de Zn em raizes, ap6s a aplicacdo de Ni no
tratamento e inibicdo da sua participacdo na parte aérea desta planta (Rao & Sresty, 2000)

Deve-se realcar que em trigo, apés aplicacdo de herbicida, observou-se aumento
da concentracdo de Zn nas amostras das raizes desta planta (Wheal et al., 1998). Entretanto
em gramineas, a aplicacdo de doses de uranio inibiu o processo de absorcdo de nutrientes
(Meyer et al., 2004). Em trigo, de forma semelhante, aos resultados obtidos com a
disponibilidade do Ni nesta planta, houve inibicdo competitiva na absor¢cdo do Zn (Pandolfin
et al., 1996).

Realmente, segundo Kastori et al.(1992) o acumulo de metais pesados se faz

preferencialmente nas raizes do que na parte aérea de plantas.
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Figura 9. Quantidade de Zn acumulado em raizes de plantulas de Crotalaria em fungdo da aplicagdo de dose de Niquel.
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5.4-Analises bioquimicas

A sobrevivéncia e crescimento destas plantas na presenca ao Ni sdo resultados
dos processos adaptativos tais como enzimaticos ou sintese de solutos compativeis para o
reparo celular (Briat & Lebrun, 1999). De acordo com estes autores, os aminoacidos sob
condicbes de estresse, podem ser acumulados em concentracbes elevadas e podem
contribuir para a habilidade da cultivar tolerar o estresse devido a exposi¢cdo ao metal pesado.

Para o estudo do comportamento de aminoacidos na presenca do metal pesado
Ni, foi conduzido um ensaio bioquimico para determinacdo das concentracdes de aminoacidos
sollveis totais para parte aérea e para raizes de plantulas de crotélarias submetidas a
diferentes concentracdes de NiCl, (0 mM e 0,5 mM) nos periodos de 0 h ,12 h, 24 h, 48 h e
96 h.

Os resultados obtidos relativos na quantificagdo dos aminoacidos em plantulas de
crotalaria em ambos os tecidos analisados, demonstraram que houve minima variagdo no
padrdo desses aminodacidos, considerando-se o tempo de exposicdo ao NiCl, nestes
tratamentos.

Dando continuidade a estes estudos, neste trabalho analisou-se qualitativamente
os niveis dos aminoacidos histidina e prolina em relacdo ao total destes aminoacidos destas
amostras. Estes amino&cidos foram utilizados, uma vez que em alguns trabalhos foram
observados niveis elevados destes aminoacidos na presenca de metais pesados. Por exemplo,
Lesko et al. (2001) ao estudarem o efeito do Cd em plantas, constataram que aminoacidos
como alanina, histidina e prolina, participavam nos mecanismos de tolerancia ao estresse
induzido por este metal.
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Nos estudos conduzidos em Alysum lesbiacum, por Kramer et al. (1996), foi
verificado que na presenca de concentracdes toxicas de Ni, a histina foi responsavel pelo
aumento da biomassa desta planta e inibicdo do efeito deste metal no crescimento das
raizes. Estes autores realizaram um amplo estudo sobre o efeito do Ni por plantas e
concluiram que em T7haspi goesingese, a histidina foi capaz de inibir a acdo do Ni sobre o
desenvolvimento desta planta. A partir destes estudos, estes autores sugerem que este
aminoacido possui um importante papel no processo de defesa desta planta. Em Alnus
glutinosa, foi observado que a histidina, participou no processo de tolerancia ao Ni evitando a
necrose das folhas desta planta (Wheeler et al., 2001). Outra pesquisa realizada em soja,
também demonstrou o efeito da histina na retencdo do Cd e Ni (El-Shintinawy & El-Ansary,
2000).

Pesquisas tém mostrado que a prolina atua no processo de sobrevivéncia de
plantas em diferentes situacbes de estresse (Roy & Bera, 2002). Em Lemna minor em
tratamentos que receberam Pb, foi constatado apds a aplicacdo deste metal, a alta
concentracdo de prolina nesta planta (Mohan & Hosetti, 1997). Em folhas de A/bizia lebbek, a
guantidade acumulada de prolina aumentou com a aplicacdo de doses de Ni (Tripathi &
Tripathi, 1999). A aplicacdo de Cd em trigo, provocou alteracdes na concentragdo de prolina
(Oncel et al., 2000). Também em uma pesquisa realizada em arroz, foi constatado a variacio
na concentracdo de prolina na parte aérea apos a exposi¢do desta planta ao Cu (Chen et al.,
2000).

Com este proposito foi realizada uma separacdo deste aminoacidos por T.L.C
(Figuras 10 e 11), nas concentracdes de NiCl, (0 mM e 0,5 mM) e nos periodos de 12 h, 24 h,

48 h e 96 h.
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Pela Figura 10, observou-se a presenca de histidina nestas plantulas que foram
submetidas a uma concentracdo mais alta de NiCl,. No caso da prolina, também houve a
presenca deste aminoacido nestas plantulas (Figuras 10 e 11).

Se tivéssemos realizado uma andlise qualitativamente destes aminoacidos por
HPLC, poderiamos certamente chegar a constatacdo da sua concentracdo especifica e que

devem estar intrinsecamente ligados a remocao do Ni nesta planta.
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Figura 10. Andlise de Histidina e Prolina na parte aérea de plantulas de C.juncea por T.L.C
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Figura 11. Andlise de Histidina e Prolina em raizes de plantulas de C.juncea por T.L.C
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Dando seqUéncia ao proposito de obter informacdes do efeito do Ni em
C.juncea, foi realizado o estudo do comportamento de enzimas na presenca do metal pesado
Ni. Foram conduzidos ensaios bioquimicos para determinacdo das atividades da SOD, CAT e
GR para parte aérea e para raizes de plantulas de crotalaria submetidas a diferentes
concentragdes de NiCl, (0 mM, 0,05 mM e 0,5 mM) nos periodos de 0 h, 12 h, 24 h, 48h, 72h
e 96 h.

As CATs, sdo enzimas encontradas em todos organismos aerébios, localizam-se
no citoplasma e nas organelas mitocondrias e peroxissomos sendo responsaveis pela
transformacéo de 2H,0, em O,e 2H,0 (Vranova et al., 2002).

Em plantas, a GSH é uma das principais defesas para células contra uma
variedade de estresse oxidativos, incluindo poluicdo do ar, calor, frio e seca (Lea et al.,
1998). A GSH regula a sintese de PCs e tem importante papel como antioxidante nos
sistemas biolégicos (Gallego et al., 1996). Entretanto, para a maioria destas funcdes,
principalmente o papel antioxidante, a GSH deve estar na sua forma reduzida. Essa oxi-
reducdo € catalisada pela Glutationa Redutase (GR) (Creissen et al., 1994). Segundo este
autor, esta enzima, catalisa a reducdo da Glutationa Oxidada (GSSG) para a Glutationa
Reduzida (GSH) na presenca da NADPH.

As SODs sdo enzimas responsaveis por catalisar a dismutacdo de 0, a H,0O; e
O,, desta forma possuem um importante papel na célula contra efeitos toxicos destes O,
formados em diferentes compartimentos celulares (Del Rio et al., 2002).

Os resultados obtidos nestes estudos, indicaram que estas enzimas
desenvolveram modificacBes de suas atividades bioquimicas na parte aérea e em raizes na
presenca do Ni. Em raizes foi observado alta atividade de SOD e baixa atividade de CAT e GR,

entretanto na parte area foi observada baixa atividade de SOD e alta atividade de CAT e GR.
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De forma semelhante, Ali et al. (2002) observaram em arroz tanto em raizes como na parte
aérea alteraces nas atividades das enzimas CAT, GR e SOD na presenca de Hg.

Da mesma maneira 0 estresse provocado pelo frio em pepino causou a reducao
na atividade da SOD (Feng et al., 2003). Entretanto, a atividade da SOD foi estimulada em
Cajanus cajan na presenca do Zn (Rao & Sresty, 2000). Em ervilha o Cd induziu o aumento
da atividade desta enzima (Dalurzo et al., 1997).

A atividade da SOD aumentou em folhas de aveia tratadas com Cu (Luna et al.,
1994), em girassol a presenca do Cd induziu o aumento da atividade da SOD (Gallego et al.,
1996). Também foi verificado em ervilhas que o Selénio induziu o aumento da atividade desta
enzima (Xue et al., 2000).

De acordo com Espen et al. (1997), o Ni exerce efeito tdxico na planta a partir de
mecanismos especificos, com inativacdo e a degradacéo seletiva de proteinas, como as de
membrana por exemplo. Segundo estes autores, este processo causaria a ruptura das
mesmas, 0 que levaria a formacédo de EAOs. De forma semelhante, estudos realizados com Al
em milho indicaram a répida formacdo de EAOs apds a aplicacdo deste metal nesta planta
(Boscolo et al.,, 2003). Consequentemente, este aumento na formacdo de EAOS seria
responsavel por mudancas da atividade da SOD (Guo et al., 2004).

Neste trabalho, observou-se em plantulas de crotalaria, que ocorrem diferencas
entre os niveis de atividade de SOD, entre os tratamentos com NiCl, em ambos tecidos
testados. Conforme pode ser observado pelas Figuras 12 e 13.

No caso da C. juncea na parte area, quando comparado com as raizes, foi
constatada a reducdo da atividade da SOD ao longo dos tratamentos com as duas
concentragdes de Ni utilizadas. De forma semelhante, em milho submetido ao estresse salino
foi constatada baixa atividade da SOD na parte aérea (Menezes-Benavente et al., 2004).
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Estes autores, sugerem que nestas condi¢cdes de estresse deva estar ocorrendo uma rapida
inducdo dos genes de sintese de enzimas, como a SOD, e ressaltam que mesma estaria
sendo degradada rapidamente, devida a sua acdo de remocdo das EAOs por tanto, o nivel

verificado de atividade desta enzima é baixo.
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Figura 12. Atividade especifica da SOD na parte aérea de plantulas de crotalaria submetidas a diferentes concentracées de Ni.
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Em raizes a concentracdo de 0,05 mM de NiCl, mostrou a mesma tendéncia
observada no tratamento controle, com elevada atividade da SOD até 72 h e com um
posterior declinio. O que caracterizou um estdgio de exaustdo, que possivelmente superou a
capacidade de adaptacdo desta enzima nestas plantulas. Entretanto, foi observado que a
concentracdo 0,5 mM de NiCl,, induziu um aumento da atividade desta enzima até 48 h,
entretanto a partir deste horario houve modificagdo neste processo fisiolégico (Figure 13).

Neste trabalho, observou-se que nas plantas de C. juncea ocorreram diferencas
significativas entre os niveis de atividade da SOD entre raizes a parte aérea em relacdo aos
tratamentos com Ni e seus respectivos controles. Além disso, a partir de 48 h, foram
observadas variagbes especificas para esta enzima para ambos tecidos. Isso sugere que a
partir deste horario, 0 estresse causado por este metal, no desenvolvimento da crotalaria,
dentro das condi¢cBes e concentracdes utilizadas, induziu aumento da formacdo de EAOs
(Figura 13).

Estes resultados sdo semelhante em Alyssum bertolonii, onde foi relatado o
aumento da atividade da SOD em raizes que foram expostas ao Ni (Boominathan & Doran,
2002). Este autores interpretam este resultado, sugerindo que esta enzima nas raizes seja o

mecanismo utilizado por esta planta, para reduzir possiveis danos provocados pelo Ni.
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Figura 13. Atividade especifica da SOD em raizes de plantulas de crotalaria submetidas a diferentes concentragdes de Ni.
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Os resultados apresentados da atividade de SOD para concentracBes de géis
confirmam os resultados obtidos no ensaio em espectrofotémetro.

Nas analises dos tratamentos realizados na concentracdo 0,05 mM de NiCl, foram
observados as presencas de 2 isoformas de SOD em ambos tecidos ao longo do tratamento,
apesar destas bandas ndo apresentarem uma boa definicdo, devido ao procedimento na
revelacdo dos géis na luz (Figuras 14 e 15).

Nos tratamentos em que foi aplicadas a concentracdo 0,5 mM de NiCl, foram
constatadas as presencas de até 3 isoformas na parte aérea desta plantulas de C. juncea
(Figura 16). De forma semelhante, os estudos das raizes demostraram 3 isoformas distintas
de SOD e pode-se verificar que nado ocorreram diferengcas entre ativagdo ou inibi¢cdo
especifica destas isoformas (I, 11 e 111) em todos os tratamentos avaliados e em relacdo ao
controle (Figura 17).

Estes resultados sugerem que neste trabalho, as variacdes especificas nas
isoformas de SOD, tenham influéncia do estresse induzido pelo Ni. Este fato esta de acordo
com o0s apresentados para C. juncea. Apesar de ter sido utilizado o Cd, também foi
apresentado alteracdo no padrdo de isoenzimas nos tratamentos para este metal tanto em
raizes quanto na parte aérea (Pereira et al., 2002). De forma semelhante, Khanna-Chopra &
Babarinath (2004), estudaram atividade de SOD em resposta ao estresse induzido por altas
temperaturas e constataram que a concentracdo isoenzimas em situacdo de estresse. Em
tomate, apoés ter sido submetido a exposicdo de EAOs, foi observado a inducdo do mRNA que
traduziu a Fe-SOD (Rejeb et al. 2004).

Portanto, esta condi¢do de estresse induzido pelo Ni possivelmente levou a planta

a apresentar alteracbes metabdlicas, com a formacgdo de isoenzimas que poderiam auxiliar
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nesta condicdo desfavoravel e diminuindo os efeitos estressantes nesta planta como pode
ser constatado pelas Figuras 16 e 17.
Realmente, uma variedade de estresses oxidativos tém mostrado alterar a

expressao dos genes que codificam as isoenzimas de SOD (Kaminaka et al., 1999).
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Figura 14. Atividade da SOD na parte aérea de C.juncea, submetidas a concentracédo 0,05 mM de NiCl,. A) Amostra Padréo de
SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24, E) 96 H. Os nimeros a esquerda indicam isoformas de SOD.
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Figura 15. Atividade da SOD em raizes de plantulas de Cjuncea, submetidas a concentracdo 0,05 mM de
NiCl, A) Amostra Padrdo de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os nimeros a indicam
isoformas de SOD.
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Figura 16. Atividade da SOD na parte &erea plantulas de C.juncea, submetidas & concentracdo 0,5 mM de
NiCl, A) Amostra Padrdo de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os nimeros a indicam
isoformas de SOD.
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Figura 17. Atividade da SOD em raizes de C.juncea, submetidas a concentragao 0,5 mM de NiCl,. A) Amostra
Padréo de SOD, B) 0 H (Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os numeros a esquerda indicam isoformas de
SOD.
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Em plantas, existem trés isoformas da SOD que séo classificadas a partir do ion
metalico presente em seu sitio ativo Cobre-Zinco (Cu/Zn-SOD), Manganés (MnSOD) e Ferro
(FeSOD) (Sherme & Dizengremel, 1998).

A Cu/Zn-SOD é a mais abundante entre as metaloenzimas sendo observada no
citosol e em cloroplastos de células eucariontes e sdo sensiveis a concentracdes milimolares
de KCN (cianeto de potassio) e H,0,. A MnSOD é encontrada na matriz mitocondrial e em
cloroplasto e apresenta insensibilidade ao KCN e H,O, e a FeSOD, é encontrada no
cloroplasto, peroxissomos e mitocondrias sendo insensivel ao KCN e irreversivelmente
inativada pelo H,O, (Alscher et al., 2002, Azevedo et al., 1998).

Em folhas de ervilhas verificou-se o aumento das varia¢des de isoformas de SOD
apés a aplicacdo do herbicida paraquat (Donauhe et al., 1997). Em Arabidopsis thaliana
submetidas a radiacdo UV-B, verificou-se a inducédo da formacdo da Cu/Zn-SOD (Rao et al.,
1996). Enquanto que nos cloroplastos de MNicotiana plumbaginifolia o o0zbnio reduziu a
formacéo de FeSOD (Masia, 1998).

No presente estudo também foram identificadas os tipos de isoformas que sdo
induzidas nesta planta. Foi constatada a inducdo de isoenzimas na parte area, sendo duas
isoformas caracterizadas como Cu/Zn-SOD (A), uma Fe/SOD (B) e duas como Mn/SOD (C)
(Figura 18).

Diferentemente, nos estudo realizados com raizes em que foram observadas, as
isoenzimas Cu/Zn-SOD (A) e Mn/SOD (C) (Figura 19).

Esta alteracdo de atividade das isoformas de SOD sugere que o Ni esteja
envolvido na regulacdo da transcricdo das mesmas. De fato, a alteracdo no padrdo de
atividade de SOD é bastante variada e muitas vezes depende da espécie de planta, tecido e

etapas de desenvolvimento da espécie (Azevedo et al., 1998).
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Resultados similares foram observados em Mesembryanthemum crystalliinum.
ApOs o estresse salino, foi constatado a indugéo de 3 isoformas Mn/SOD (Slesak & Miszalski,
2003). Em trigo submetido a baixas temperaturas, houve a induc¢éo de 3 isoenzimas, sendo 2
Fe/SOD e 1 Cu/Zn-SOD. Também em Arabidopsis thaliana quando foi estudado o efeito do
estresse salino, verificou-se apos a inducdo deste processo, uma superexpressdao da Mn/SOD
(Wang et al., 2004). Segundo estes autores, 0 aumento de atividade desta isoenzima foi
suficiente para conferir protegdo contra a toxicidade de EAOs. Em tomate submetido a altas
temperaturas, observou-se a inducao de Fe/SOD (Rivero et al., 2003).

Segundo Bower et al. (1994), as metaloenzimas de SOD apresentam em sua
seqliéncia o aminoacido histidina. Aminoacido envolvido na complexacéo de Ni (Kramer et al.,
1996).

Desta forma, o uso de técnicas moleculares e avaliacdo de sequéncias de cDNA
gue codificam as diferentes isoformas das SOD possibilitam expandir consideravelmente a
compreensdo do papel desenvolvido por esta enzima e o estresse oxidativo em plantas

(Bowler et al., 1994).
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Figura 18. Isoformas de SOD em raizes de plantulas de C. juncea. A) Controle, B) Incubacédo em KCN antes
da revelagdo, C) Incubacdo em H,0, antes da revelagdo. Os niumeros indicam as isoformas da SOD

100



Figura 19. Isoformas de SOD na parte aére de plantulas de C. juncea. A) Controle, B) Incubacdo em KCN
antes da revelacdo, C) Incubagdo em H,0, antes da revelacdo. Os nimeros indicam as isoformas da SOD.
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Dando continuidade a estes estudos, foi feita a quantificacdo de proteinas totais
dos extratos de raizes e da parte aérea de plantulas de crotalaria, que receberam as doses
0,05 mM e 0,5 mM de NiCl,. Com este propdsito foi utilizada o método de géis para atividade
de proteinas totais em SDS-PAGE nos periodos de 0 h ,12 h, 24 h e 96 h.

Os resultados mostraram que na parte aérea houve alteracdo na formacédo de
bandas em diferentes concentracbes deste metal, no decorrer do tempo, como pode ser
observado na Figura 20, comparando as isoformas 1V e VI do controle com as outras bandas.

Também nas raizes foram constatadas variacbes que envolvem alteracbes na
intensidade das bandas especificas, bem como a presenca ou auséncia das mesmas em
algumas bandas. A alteracdo da quantidade de bandas das proteinas nas raizes, sugere estar
relacionada ao fato da presenca de Ni estar inibindo o suprimento de carbohidratos da parte
aérea para raizes (Figura 21, Banda D).

Neste caso, a planta possivelmente estaria utilizando como estratégia, as
proteinas como substrato no processo respiratorio. Estes resultados obtidos corroboram com
os relatos de outros autores como Kastori et al. (1992), que verificaram a reducédo da
guantidade de proteinas em girassol apds a aplicacdo de metais pesados. Estes autores
concluiram que estes metais estariam afetando este processo metabdlico desta planta. No
trigo, o Cd provocou alteracdo em eventos fisioldgicos, como a fotossintese e foi constatada a
disponibilidade de proteinas para garantir uma maior tolerdncia ao estresse nesta planta
(Shukla et al., 2003). Em Lemna minor, ap0s a aplicacdo de Pb também foi observada a
reducdo da concentracdo de proteinas (Mohan & Hosetti, 1997), da mesma maneira, em
experimentos com raizes de milho submetidas ao Ni, essas plantas apresentaram variacdes

significativas na fisiologia de suas proteinas em resposta ao estresse por este metal,
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passando as mesmas exercer o papel de fonte de energia para as raizes na auséncia de

carbohidratos (Dieuaide et al., 1999).
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Figura 20. Eletroforese em gel de Proteina Total (coloragdo com prata) com 5 pulL de extrato da parte aérea de
plantulas de C.juncea, submetidas & concentracédo 0,5 mM de NiCl,. A) Amostra Padrdo de Proteina, B) O H
(Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os numeros indicam peso molecular de proteina total.
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Figura 21. Eletroforese em gel de Proteina Total (coloracdo com prata) com 5 pulL de extrato vegeta de raizes de
plantulas de C.juncea, submetidas a concentracdo 0,5 mM de NiCl,. A) Amostra Padrdo de Proteina, B) O H
(Controle), C) 12 H, D) 24 H, E) 96 H. Os nimeros indicam peso molecular de proteina total.
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Figura 22. Eletroforese em gel de Proteina Total (coloragdo com prata) 5 uL de extrato vegeta da parte area
de plantulas de Cjuncea, submetidas a concentragdo 0,05 mM de NiCl,. A) Amostra Padrao de Proteina, B) O
H (Controle), C) 12 H, D) 24, E) 96 H. Os nimeros indicam peso molecular de proteina total.
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Figura 23. Eletroforese em gel de Proteina Total (coloragdo com prata) 5 uL de extrato vegeta de raizes
de plantulas de C.juncea, submetidas a concentragdo 0,05mM de NiCl,. A) Amostra Padréo de Proteina, B)
0 Horas (Controle), C) 12Horas, D) 24, E) 96 Horas. Os nimeros indicam peso molecular de proteina

total.
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Van Assche & Clijsters (1990) relatam que a exposi¢cdo a metais pesados, como
Cd e Ni induz alteracdes tanto nas atividades qualitativas como quantitativas das enzimas
presentes em plantas.

Neste trabalho, alteracbes de comportamento da atividade das enzimas foram
observadas tanto em raizes como na parte aérea destas plantulas apos a aplicacdo de Ni.
Isso indica que com resposta induzida nestas condi¢cdes de estresse, as enzimas podem ter
restringindo suas atividades ao tecido da planta afetado por este metal.

De fato, Schickler & Caspi (1999) constataram que o sistema antioxidante tem
importante papel no mecanismo de tolerancia das plantas a exposi¢cdo ao Ni, impedindo a

formacéo EAOs ou a remogdo das mesmas.
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6-CONCLUSOES

1-Em raizes e na parte aérea de plantulas de C. juncea, as atividades observadas
para as enzimas CAT e GR, tanto para dosagem como para tempo de tratamento observou-se
padrbes semelhantes de resposta ao Ni, verificando-se a elevagdo da atividade destas

enzimas na parte aérea.

2-Alta atividade observada da CAT na parte aérea pode estar relacionada com a
formacéo de EAOs nesta regido no processo de fotorrespira¢cdo. O aumento na atividade da
GR na parte aérea pode ser explicado pelo fato de ser o ciclo Halliwell-Asada, o principal
mecanismo que age na desintoxica¢cdo das EAOs geradas pelo Ni. Cabendo a GR manter altos

0s niveis de GSH e AsA.

3- Em relacdo a atividade da SOD, na parte aérea, houve tendéncia a atividade
desta enzima se manter baixa neste 6rgdo. Entretanto nas raizes, verificou-se elevacdo da
atividade mediante a exposicdo ao Ni, 0 que sugere que esta enzima possa conferir tolerancia

ao metal pesado.

4- No caso da quantificacdo de aminoacidos totais, mediante a exposi¢do ao Ni,
constatou-se que este gendétipo ndo acumula aminoacidos livres totais nos tratamentos como

forma de superar o efeito do Ni.

5- Indiretamente, o Ni afeta a absorcdo de nutrientes, em C. juncea como o Fe e

Zn.
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6- As plantas de C. juncea, submetidas a altas doses de Ni, acumulam este
elemento, principalmente nas raizes, entretanto, existe uma relacdo entre os teores de Ni na
parte aérea e o aumento de peroxidacao lipidica nesta regido, conforme o estudo de MDA

permitiu constatar.
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